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ÖZET 

 

 

Hem Tip 1 hem de Tip 2 Diyabet’te, insülin üreten pankreatik beta hücre 

kitlesinin giderek azaldığı görülür. Bu nedenle, fonksiyonel beta hücre kitlesini 

artırmaya yönelik yeni tedavi yaklaĢımlarının her iki tip diyabet için de fayda 

sağlayacağı düĢünülmektedir. Birçok kanser hücresinde apoptotik etkisi olduğu 

gösterilmiĢ olan TRAIL’ın (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), sağlıklı bazı 

hücrelerde, örneğin vasküler düz kas hücrelerinde ve vasküler endotel hücrelerde 

proliferasyonu tetiklediği gözlenmiĢtir; pankreatik beta hücrelerinde ise sitokin 

aracılı hücre hasarına karĢı koruma sağladığı düĢünülmektedir.  

 

Bu bulgulardan yola çıkarak, TRAIL’ın pankreatik beta hücreleri üzerindeki 

biyolojik etkisini tanımlamayı ve olası proliferatif etkisini göstermeyi hedefledik. 

ÇalıĢmamızda sıçan pankreatik adacıkları ve fare insulinoma hücre hattı (Min6) 

kullanıldı. Pankreatik adacıklar, Wistar türü sıçanlardan izole edildi ve enzimatik 

yolla parçalanarak primer hücre kültürü kuruldu. Adacık hücre kültürünün büyük 

çoğunluğunu beta hücreleri oluĢtururken, diğer kısmını alfa hücreleri, fibroblastlar ve 

diğer hücre tipleri oluĢturmaktaydı. Kültürdeki hücrelere artan dozlarda (0, 1, 10 

ng/ml) çözülebilir TRAIL (sTRAIL) uygulanmasının, hücre canlılığında azalmaya 

neden olmadığı gözlendi. Aksine, sTRAIL uygulaması primer pankreatik beta 

hücrelerinde proliferasyonu indükledi. Min6 beta hücre hattı kullanılarak yapılan 

sTRAIL uygulamaları yine hücrelerde proliferasyonu artırıcı etki ile sonuçlanırken, 

kontrol olarak kullanılan A549 akciğer kanser hücre hattında güçlü apoptotik etki 

gözlendi. Min6 hücrelerinde adenoviral vektörler aracılığıyla TRAIL gen aktarımı 

sonrasında, hücre yüzeyinde TRAIL sentezinin artıĢını takiben proliferasyon 

gözlenirken, A549 hücreleri aynı uygulama sonrasında apoptoza uğradı. Western 

Blot sonuçları, TRAIL’ın beta hücrelerindeki proliferasyon tetikleyici etkisini, 

ERK1/2, p38 ve Akt yolakları üzerinden gerçekleĢtirdiğini düĢündürmektedir. 

 

Elde edilen bu sonuçlar, TRAIL’in, hem sıçan primer adacık hücrelerinde 

hem de fare pankreatik beta hücre hattında apoptoza neden olmadığını göstermekte, 

bunun yanında TRAIL’ın beta hücreleri üzerindeki proliferatif etkisine iĢaret 

etmektedir. Sonuç olarak bulgularımızın TRAIL molekülünün beta hücreleri 

üzerindeki biyolojik etkisinin anlaĢılması yönünde literatüre katkı sağlayacağını, 

bunun yanında yapılacak ileri çalıĢmalarla TRAIL’ın beta hücre kaybının önlenmesi 

veya telafi edilmesinde kullanılabilecek bir aday molekül olabileceğini düĢünüyoruz.  

 

 

 

Anahtar Kelimeler: TRAIL, Beta Hücre Proliferasyonu, Diyabet 
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ABSTRACT 

 

 

Therapeutic approaches to increase functional beta cell mass in diabetic 

patients are of great interest since loss of pancreatic beta cell mass and function 

contribute to development of both type-1 and type-2 diabetes. TRAIL (TNF-Related 

Apoptosis-Inducing Ligand), which is an apoptosis inducer in a wide variety of 

tumor cells, has also proven to promote survival and proliferation in various cell 

types, such as vascular smooth muscle cells and vascular endothelial cells. 

Furthermore, TRAIL is claimed to protect pancreatic beta cells against cytokine-

related harm.  

 

We aimed to describe the biological effect of TRAIL on pancreatic beta cells 

and to investigate whether TRAIL could induce proliferation in these cells. Rat 

pancreatic islets and mouse insulinoma cell line (Min6) were used. Pancreatic islets 

were isolated from Wistar rats and enzymatically dispersed into single cells, then 

cultured. Cultures of dispersed rat islets contained mostly of beta cells, and 

remaining were alpha cells, fibroblast cells, and the other cell types. Cultures treated 

with increasing doses of recombinant sTRAIL (0, 1, 10 ng/ml) displayed no 

reduction in viable cell numbers. On the contrary, sTRAIL treatment induced 

proliferation of primary pancreatic beta cells compared to the untreated group. 

sTRAIL treatment also induced proliferation in Min6 beta cell line, while inducing 

apoptosis in A549 lung cancer cell line which was used as a control cell type. TRAIL 

expression was also increased in the pancreatic beta cell line and in A549 cells, by 

adenoviral gene delivery. Increased expression of TRAIL induced proliferation in 

Min6, while inducing apoptosis in A459 cells. Western Blot results suggest that 

TRAIL may promote beta cell proliferation through ERK1/2, p38 and Akt pathways.  

 

These results demonstrate that TRAIL does not induce apoptosis in primary 

rat beta cells or mouse beta cell line Min6, while increasing viability and 

proliferation. In conclusion, we believe that our results will contribute to the 

understanding of the biological role of TRAIL on beta cells, and suggest that TRAIL 

may be a candidate molecule to prevent beta cell loss and/or replenish beta cell mass, 

through further investigations. 

 

 

 

Keywords: TRAIL, Beta Cell Proliferation, Diabetes 
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GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 

 

Diyabet dünya çapında görülen en yaygın kronik hastalıklardan biridir. 

Diyabetli hasta sayısı, günümüzün yaĢam koĢulları, fiziksel aktivitenin günlük 

yaĢamda yeterince yer almaması ve son yıllarda obezitede gözlenen artıĢ ile birlikte 

gittikçe artmaktadır. Hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet‟te, insülin üreten pankreatik 

beta hücre kitlesinin hastalık sürecinde giderek azaldığı görülmektedir. Bu nedenle, 

fonksiyonel beta hücre kitlesini artırmaya yönelik yeni/destekleyici tedavi 

yaklaĢımlarının geliĢtirilmesi her iki tip diyabet için de fayda sağlayacaktır. Azalan 

beta hücre kitlesinin telafi edilmesine yönelik geliĢtirilen deneysel yöntemler, in vitro 

ve in vivo çalıĢmalarda genellikle beklenen etkinliği gösterememiĢtir.  

 

Diyabet sürecinde azalan beta hücre kitlesinin yerine konulması için 

düĢünülen stratejilerden biri, endojen beta hücrelerinde proliferasyonun 

indüklenmesi ve böylece beta hücre kitlesinin artırılmasıdır. YetiĢkin bireylerde 

pankreatik beta hücrelerinin çok yavaĢ da olsa kendilerini yenilediklerine dair 

bulgular mevcuttur. Beta hücrelerinin çoğalmasını sağlayacak moleküllerin 

bulunması ve bu moleküllerin etkinlik derecelerinin ve mekanizmalarının açığa 

çıkarılması, diyabete yönelik yeni tedavi yaklaĢımlarının geliĢtirilebilmesi açısından 

önemlidir.  

 

ÇalıĢmamızda, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) 

molekülünün pankreatik beta hücreleri üzerinde muhtemel proliferatif etkisi 

olabileceğini hipotez ettik. TRAIL ilk tanımlandığında kanser hücrelerinde ölümü 

tetikleyen bir protein olarak önem kazanmıĢ ve kanser hücre biyolojisi alanında 

TRAIL ile ilgili pek çok araĢtırma yapılmıĢtır. Fakat TRAIL‟ın kanser hücrelerindeki 

apoptotik etkisi yanında, örneğin vasküler endotel hücrelerde ve vasküler düz kas 

hücrelerinde proliferatif etkisi olduğu daha sonra yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Ayrıca TRAIL‟ın kanser dıĢında, ateroskleroz, diyabet, obezite gibi baĢka 

hastalıklarda da önemli roller üstlendiği düĢünülmektedir. Bu bulgular ıĢığında bu 

çalıĢmadaki amacımız, TRAIL molekülünün pankreatik beta hücreleri üzerindeki 

biyolojik etkisini tanımlamak ve muhtemel proliferatif etkisini test etmekti. 
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GENEL BİLGİLER 

 

 

 

2.1.  Diabetes Mellitus 

Diyabet dünya çapında en yaygın görülen kronik hastalıklardan biridir. 

DeğiĢen yaĢam koĢulları, fiziksel aktivitenin azalması ve obezitenin artmasıyla 

birlikte diyabetli hasta sayısı da giderek çoğalmaktadır. 2010 yılı tahminlerine göre 

tüm dünyada yaklaĢık 285 milyon diyabet hastası olduğu ve 2030 yılında bu sayının 

439 milyona ulaĢacağı düĢünülmekteydi [1]. Ancak son verilere göz önüne 

alındığında, 2030 yılında diyabetli hasta sayısının 550 milyondan fazla olacağı 

tahmin edilmektedir [2]. Türkiye‟deki diyabet hastası sayısının ise yaklaĢık 3,7 

milyon olduğu ve bu sayının 20 yıl sonra 6,3 milyona ulaĢacağı tahmin edilmektedir. 

Türkiye‟deki diyabet prevalansı yaklaĢık %7,4 olarak bildirilmektedir [1, 3]. 

 

Diyabet pankreasın görevini yerine getirememesi sonucu geliĢen bir 

hastalıktır. Pankreas, besinlerin sindirimi ve glukoz homeostazının kontrol 

edilmesinde önemli bir organdır. Ekzokrin ve endokrin dokular olmak üzere iki farklı 

yapı içerir. Pankreasın büyük bir kısmını ekzokrin doku oluĢturur (ġekil 2.1). 

Ekzokrin dokunun içinde pankreatik kanal hücreleri ve kanalın etrafını çevreleyerek 

salgıladığı pankreatik enzimlerle barsaklarda sindirimin gerçekleĢmesini sağlayan 

asinar hücreler yer alır. Endokrin doku ise, ekzokrin dokunun içine dağılmıĢ Ģekilde 

“Langerhans adacıkları” olarak bilinen hücre kümelerinden oluĢur. Bu endokrin 

kısım pankreasın ancak %2‟lik kısmını oluĢturur. Her bir Langerhans adacığı beĢ 

farklı hücre tipi içerir. Bu hücreler insülin sentezleyen β hücreleri (yaklaĢık %70-80), 

glukagon sentezleyen α hücreleri (yaklaĢık %15-20), somatostatin sentezleyen δ 

hücreleri (yaklaĢık %5), pankreatik polipeptid içeren γ hücreleri (yaklaĢık %1), ve 

ghrelin içeren ε hücreleridir (genelde <%1) [4]. Bu hücrelerden sentezlenen 

hormonlar kan damarları aracılığıyla dolaĢıma verilir ve dolaĢımdaki glukoz 

seviyesinin belirli bir aralıkta tutulmasını sağlar [5, 6]. 
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Şekil 2.1. Pankreas kesiti. Pankreasın büyük bir kısmı ekzokrin dokudan oluĢur. Ekzokrin dokunun 

içinde pankreatik kanal hücreleri ve kanalın etrafını saran asinar hücrelerin oluĢturduğu 

“pankreatik asinuslar” yer alır. Asinar hücreler pankreatik kanallara enzim salgılayarak 

sindirime yardımcı olurlar. Ekzokrin dokunun içine dağılmıĢ Ģekilde “Langerhans 

adacıkları” olarak bilinen endokrin hücre kümeleri yer alır. Langerhans adacıklarından 

sentezlenen hormonlar kan damarları aracılığıyla dolaĢıma verilir [5].  

 

Diyabetin tip 1 ve tip 2 olmak üzere baĢlıca iki ana tipi vardır. Tip 1 diyabet 

(T1D) pankreatik beta hücrelerine karĢı geliĢen otoimmün saldırı sonucu beta 

hücrelerinde apoptoz gözlenir ve insülin yetersizliğine bağlı olarak diyabet geliĢir. 

T1D, diyabetin immün aracılı formudur. Adacık otoantikorlarının varlığı en iyi 

Ģekilde, insülitis (adacıkların immün sistem hücreleri tarafından kuĢatılması ve iĢgal 

edilmesi) ve spesifik olarak adacık beta hücrelerinin yıkımı ile karakterize edilir. 

Bunun yanı sıra, spesifik HLA (insan lökosit antijeni) alelleri ile iliĢkilidir ve hastalık 

ilerledikçe insülin yetersizliği gittikçe Ģiddetlenir. Tip 2 diyabet (T2D) ise glukoz 

intoleransına genetik yatkınlığın yanısıra, sağlıksız yaĢam tarzı ve çevresel 

faktörlerin etkisiyle ortaya çıkmaktadır. T2D‟te hastalarda baĢlangıçta insülin direnci 

(obezite, yüksek yağlı beslenme, hareketsizlik, yaĢlanma ya da genetik temelden 

kaynaklanan) geliĢir ve arkasından beta hücrelerinde fonksiyon kaybı ve hiperglisemi 

gözlenir. Beta hücrelerinde görülen fonksiyon bozukluğunu beta hücre kaybı 

izleyebildiğinden T2D hastalarında da beta hücre ölümü gözlenir [4]. Her iki tip 

diyabet de, sonuçta progresif beta hücre yıkımı ile karakterizedir [7]. 

 

 

2.1.1.  Beta Hücre Kitlesi 

Pankreasta yer alan beta hücrelerinin tamamı “beta hücre kitlesi” olarak 

adlandırılır. Yeterli miktarda beta hücre kitlesinin varlığı normal glukoz 
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homestazının sağlanması açısından oldukça önemlidir. Cerrahi müdahale ile 

pankreası alınan [8] ya da beta hücre toksini verilerek beta hücre kitlesi azaltılan [9, 

10] deney hayvanlarında diyabet geliĢiminin gözlenmesi, beta hücre kitlesinin 

önemini göstermiĢtir. T1D ve T2D‟te görülen beta hücre kitlesindeki azalma, 

hastalık geliĢimine katkıda bulunur. Ġnsanlarda beta hücre kitlesini in vivo olarak 

ölçebilen hassas ve spesifik bir yöntem olmadığı için, bu konudaki bilgiler kısıtlıdır. 

Ancak otopsi ile elde edilen pankreaslarda yapılan çalıĢmalar sonucunda, T1D 

hastalarının beta hücre kitlesindeki kayıp oranının yaklaĢık %70-100 olduğu 

gözlenmiĢ, T2D hastalarında ise bu oranın %0-65 arasında olduğu görülmüĢtür [11]. 

 

 

2.1.2.  Beta Hücre Kitlesinin Telafisi Mümkün Müdür? 

Hem T1D hem de T2D‟te azalan beta hücre kitlesinin kaybından doğan 

komplikasyonların telafi edilmesine yönelik farklı tedavi yöntemleri geliĢtirilmiĢtir 

[12]. Fakat bu tedavi yöntemlerinin çoğu zaman yetersiz kaldığı bilinmektedir. 

Örneğin, beta hücre kaybı nedeniyle ortaya çıkan insülin ihtiyacı, dıĢarıdan insülin 

enjeksiyonu ile karĢılanmaktadır. Fakat bu tedavi yönteminin, kan glukozunun hayat 

boyu sıkı takibini ve sürekli insülin enjeksiyonunu gerektirdiği bilinmektedir. Kan 

glukoz seviyesinin gerektiği gibi kontrol edilemediği durumlarda nöropati, nefropati, 

retinopati, kalp hastalıkları ve ateroskleroz gibi ciddi komplikasyonlar 

görülebilmektedir [13]. Diyabet tedavisinde uygulanan diğer yöntemler arasında, 

uygun hastalarda pankreas nakli ve pankreatik adacık nakli yer alır. Tüm pankreas 

nakline oranla pankreatik adacık nakli, daha az invaziv cerrahi gerektirmesi ve kan 

glukoz seviyesinin normal seviyelerde tutulmasını sağlayarak komplikasyonları 

azaltabilmesi açısından ümit verici olsa da, nakil sonrası graftlarda fonksiyonel 

bozukluk ve graft reddi bu yöntemin baĢarısını gölgelemektedir [14]. Bunların 

yanında, her iki nakil için de organ bağıĢının yetersiz olduğu bilinmekte ve nakil 

sonrasında hayat boyu immün baskılayıcı ilaç kullanımı gerekmektedir [15]. 

 

 Verici bulma sıkıntısının ortadan kaldırması amacıyla embriyonik kök 

hücrelerin pankreatik beta hücrelerine dönüĢtürülmesi planlanmıĢ ve bu Ģekilde elde 

edilen beta hücrelerinin hastalara naklini içeren yeni bir tedavi yaklaĢımı 

tasarlanmıĢtır [16]. Fakat bu tedavi yaklaĢımının da yine immun baskılayıcı ilaç 

kullanımını gerektireceği açıktır. Hem immün baskılayıcı ilaç kullanımı 

gerektirmeyecek hem de verici sıkıntısı yaĢanmayacak alternatif bir tedavi yöntemi 

olarak indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelerin (iPS) kullanılma fikri, son yıllarda 

oldukça ilgi görmüĢtür [17]. Bu yöntem kısaca, hastalardan alınan fibroblast 

hücrelerine in vitro ortamda pluripotent özellik kazandırılması ve istenilen hücre 

tipine farklılaĢmaları sağlandıktan sonra hastaya geri nakledilmesini amaçlar [18]. 

Diyabet hastalarından alınan fibroblast hücrelerinden iPS hücreleri baĢarılı bir 

Ģekilde elde edilmiĢ [19, 20] ve farklılaĢmaları indüklenerek insülin üreten hücrelere 

dönüĢtürülmüĢtür [21]. Fakat bu çalıĢmalar halen araĢtırma aĢamasındadır. 

 

Diyabet hastalarında azalan beta hücre kitlesinin yerine konulabilmesi için 

düĢünülen alternatif stratejilerden birisi de, endojen beta hücre kaynaklarının 

rejenerasyonunun tetiklenmesidir. Barsak epiteli gibi yenilenme kapasitesi yüksek 

olan dokularda ya da karaciğer gibi hücre kaybını takiben yeniden hücre oluĢumunun 
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tetiklenebildiği dokularda hücresel rejenerasyon zaten gerçekleĢmektedir. Pankreasta 

ise beta hücrelerinin çok yavaĢ da olsa kendilerini yenileyebildiklerine dair bulgulara 

rastlanmıĢtır [22]. Pankreasta beta hücrelerinin çoğalmasını tetikleyebilecek 

moleküllerin bulunması ve ilgili mekanizmaların aydınlatılması, diyabette yeni 

tedavi yaklaĢımlarının geliĢtirilebilmesi açısından oldukça önem taĢımaktadır. 

 

 

2.1.3.  Beta Hücre Rejenerasyonu 

Endokrin pankreasın geliĢimi ve büyümesi üzerine pek çok araĢtırma 

yapılmıĢtır. Yine de beta hücre kitlesinin normal koĢullarda ya da diyabet geliĢimi 

sırasında nasıl değiĢtiği hakkında bilinmeyen birçok nokta vardır. Embriyonik 

geliĢim sırasında beta hücreleri, neurogenin 3 pozitif öncül hücrelerinden köken 

alırlar [23, 24] ve hızla çoğalarak fetal dönemin sonlarına doğru beta hücre kitlesini 

oluĢtururlar [25]. Bu aĢamada beta hücreleri “neogenez” yoluyla, yani kanal öncü 

hücrelerinin insülin salgılayan beta hücrelerine farklılaĢması yoluyla oluĢurlar. 

Doğumdan sonraki neonatal dönemde ise hem neogenez hem de farklılaĢmıĢ beta 

hücrelerinin replikasyonu yoluyla beta hücreleri oluĢur ve beta hücre kitlesi artmaya 

devam eder [26]. Embriyonik ve neonatal dönemdeki hızlı artıĢtan sonra, beta hücre 

proliferasyonu postnatal dönemde son derece yavaĢlar [27, 28]. Bu bulgular, yetiĢkin 

pankreatik beta hücrelerinin kendilerini pek yenilemediğini düĢündürmekteydi. Fakat 

rodent [29, 30] ve insan [28] pankreas kesitlerinden elde edilen bilgiler, postnatal 

dönemdeki beta hücre kitlesinin vücut ağırlığı ile doğru orantılı olarak yaĢ ilerledikçe 

arttığını göstermiĢtir. Beta hücre kitlesinde gözlenen bu artıĢın, adacık sayısının 

artmasından ziyade adacıklardaki beta hücre sayısındaki artıĢı yansıttığı 

gösterilmiĢtir. Yani postnatal dönemde beta hücre sayısını artıran asıl mekanizmanın 

var olan beta hücrelerinin replikasyonu olduğu sonucuna varılmıĢtır [28, 31, 32]. 

YetiĢkin dönemde neogenez, proliferasyon ya da hücre hipertrofisi (hücre çapının 

büyümesi) yoluyla yeni beta hücreleri oluĢurken, diğer taraftan apoptoz ya da beta 

hücre atrofisi (hücre çapının küçülmesi) yoluyla eski beta hücreleri ölür ve bu Ģekilde 

beta hücre kitlesi çok yavaĢ da olsa yenilenerek dengede tutulur (ġekil 2.2) [30].  

 

 
 

Şekil 2.2. Beta hücre kitlesinin dinamik yapısını gösteren Ģema. Beta hücrelerinin replikasyonu ve 

kanal öncü hücrelerinin farklılaĢması sonucu yeni beta hücreleri oluĢurken, apoptoz ile 

bazı beta hücreleri ölür ve bu Ģekilde beta hücre popülasyonu yavaĢça kendini yeniler 

[30].  
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Yapılan çalıĢmalar, yetiĢkin beta hücresinin vücudun ihtiyaçlarını 

karĢılayabilmek ve glukoz homeostazını sağlayabilmek için kitlesini artırdığını 

göstermiĢtir. Örneğin gebelik [33], obezite [34, 35], insülin direnci [36-38], pankreas 

hasarı [10, 39] ya da kısmi pankreatektomi [8] gibi insüline duyulan ihtiyacın arttığı 

fizyolojik ya da patolojik durumlarda beta hücre sayısının arttığı gösterilmiĢtir. Beta 

hücre kitlesinin ihtiyaca göre değiĢmesi, aslında beta hücre kitlesinin dinamik bir 

yapı olduğunu göstermektedir. Örneğin gebelik döneminde, büyüyen fetusun 

ihtiyacını karĢılayabilmek için vücudun insüline olan ihtiyacı artmaktadır. Bu 

nedenle pankreatik beta hücre kitlesi gebelik döneminde artar ve doğum sonrası 

tekrar eski haline döner [33, 40]. Vücut ağırlığının aĢırı arttığı obezite gibi 

durumlarda, gebelikte olduğu gibi vücudun insüline duyduğu ihtiyaç artar ve bu 

ihtiyacı karĢılayabilmek için beta hücre kitlesinde de artıĢ görülür. Diyabetik 

olmayan obez hayvan modellerinden, Zucker fa/fa sıçanlarda beta hücre kitlesinin 

kontrol sıçanlara göre dört kat arttığı gözlenmiĢtir [35]. Ġnsanlarda da ortalama 0,8 gr 

olan beta hücre kitlesinin obez insanlarda 1,2 gr olduğu, dolayısıyla obezitenin beta 

hücre kitlesini %50 oranında artırdığı gösterilmiĢtir [41]. Beta hücre kitlesinin ihtiyaç 

halinde artması “beta hücre telafisi” olarak tanımlanmıĢtır. Hem gebelik hem de 

obezitede eğer beta hücre telafisi yapılamazsa glukoz hemostazı sağlanamadığından 

diyabet geliĢmektedir. Bu nedenle glukoz homeostazının sağlanması aslında beta 

hücre kitlesine bağlı bir durumdur. Örneğin dört gün boyunca glukoz infüzyonu 

yapılarak kan glukoz seviyesi artırılan (hiperglisemi) sıçanların pankreasları 

incelendiğinde, beta hücre proliferasyonunun arttığı ve beta hücrelerinin geniĢlediği 

(hipertrofi), sonuç olarak da beta hücre kitlesinde artıĢ meydana geldiği bulunmuĢtur 

[42]. Yine farelerde de glukoz infüzyonunun beta hücre replikasyonunu artırdığı 

gösterilmiĢtir [43].  

 

 

2.1.4.  Beta Hücre Proliferasyonunun Genetik Kontrolü 

YetiĢkin beta hücre kitlesinin dinamik olmasında beta hücre 

proliferasyonunun rolü oldukça büyüktür. Fakat Ģimdiye dek beta hücre 

proliferasyonunu kontrol eden genetik mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 

Beta hücrelerinde proliferasyona neden olan faktörler, hücre döngüsünün 

düzenlenmesini sağlayan sinyal yolaklarını kullanmak durumundadır. Bu noktadan 

yola çıkılarak yapılan çalıĢmalarda hücre döngüsü düzenleyicileri olan siklin D1/D2 

ve CDK4‟ün beta hücre proliferasyonunu tetiklediği [44-46] ve E2F1/2 gibi hücre 

döngüsüyle iliĢkili transkripsiyon faktörlerinin beta hücre proliferasyonu için zorunlu 

olduğu gösterilmiĢtir [47, 48]. Diğer taraftan p15Ink4b, p18Ink4c ve p27Kip1 gibi 

bazı hücre döngüsü inhibitörlerinin de beta hücre replikasyonunu baskıladığı 

gösterilmiĢtir [49-51]. Bunların yanı sıra, NFAT [52], Menin [53], Irs2 [54], p53 ve 

Rb [55] gibi diğer genlerin de beta hücre proliferasyonunun düzenlenmesinde rol 

oynadığı gösterilmiĢtir.  

 

 

2.1.5.  Beta Hücre Proliferasyonunu Tetikleyen Faktörler 

Pankreatik beta hücrelerinden sentezlenen ve proliferasyonu tetikleyen 

otonom faktörlerin yanı sıra dolaĢımda bulunan sistemik faktörlerin de beta hücre 

replikasyonu üzerinde etkisi olduğunu düĢünülmektedir [56]. Örneğin glukoz bir beta 

hücre mitojeni olarak tanımlanmaktadır. DolaĢımdaki glukoz, glukoz taĢıyıcısı kanal 
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proteinleri (GLUT) tarafından hücre içine alındıktan sonra, glukokinaz enzimi 

tarafından glukoz-6-fosfata dönüĢtürülür ve glikolizde kullanılır. Glukokinaz 

enziminin genetik olarak baskılandığı beta hücrelerinde, glukozun beta hücrelerinde 

proliferasyonu uyaramadığı gösterilmiĢtir [40]. Glukokinaz aktivitesinin 

farmakolojik ajanlar kullanılarak artırılması ise beta hücre replikasyonunu iki kat 

artırmıĢtır [57]. Bu durum, glukozun glikolizde kullanılması sonucunda beta 

hücrelerinde proliferasyonu sağladığını kanıtlamaktadır. Bunun yanı sıra, insülin, 

plasental laktojen, prolaktin gibi birçok hormon beta hücre kitlesini değiĢtirme 

etkisine sahiptir [33, 58]. GLP-1 ve GIP gibi inkretin hormonlar da insülin salınımını 

artırarak beta hücre replikasyonunu tetikler [59]. Beta hücre replikasyonu üzerinde 

etkisi olan birçok faktör belirlenmiĢtir (Çizelge 2.1) [60].  

 

Çizelge 2.1. Beta hücre kitlesini etkileyen hormonlar, büyüme faktörleri ve diğer faktörler. Tarabra 

ve arkadaĢlarından alıntı yapılmıĢtır [60]. FGF, acidic fibroblast growth factor; CCK, 

cholecystokinin; Cx, connexin; HB-EGF, heparin-binding EGF-like protein; HGF, 

hepatocyte growth factor/scatter factor; IAPP, islet amyloid polypeptide; IFN, 

interferon; IL, interleukin; INGAP, islet neogenesis-associated peptide; NGF, nerve 

growth factor; NT-3, neurotrophin-3; PDGF, platelet-derived growth factor; PSP, 

pancreatic stone protein; PTP, pancreatic thread protein; SU, sulfonylurea; TGF, 

transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; VEGF, vascular endothelial 

growth factor. 

 

 Stimülatörler İnhibitörler 

Metabolitler Glukoz, FFA, amino asitler Glukoz, FFA 

Sitokinler GH, PRL, PL IL-1, IFNγ, TNF-α, 

leptin 

Büyüme faktörleri IGF-I, IGF-II, insülin, TGF-α, 

betaselülin, HB-EGF, aFGF, 

VEGF, PDGF, HGF 

HGF 

Plasental 

hormonlar 

Plasental laktojen, Prolaktin  

Glukagon ailesi GLP-1, GIP, glukagon  

Somatostatin ailesi  Somatostatin 

CGRP ailesi  IAPP/amilin 

Gastrin ailesi Gastrin, CCK  

TGF-β ailesi Aktivin A TGF-β, follistatin 

Nörotrofinler NGF, NT-3  

Nörotransmiterler Asetilkolin (Nor)epinefrin 

Lektinler Reg/INGAP/PSP/PTP  

Adhezyon 

molekülleri 

Ġntegrin α6β1, Cx43, Cx36  

Ġlaçlar Nikotinamid, SU Diazoxide 

Toksinler  Streptozotosin, alloxan 
 

Beta hücre proliferasyonunu tetikleyen moleküllerin diyabet tedavisinde 

kullanılma potansiyelleri incelendiğinde, pek çoğunun ya beta hücresine özgü 

olmadığı ya da güçlü bir proliferasyon tetikleyicisi olmadığı görülmüĢtür. Ancak Dr. 

Melton ve arkadaĢları tarafından, 2013 yılı içinde yayınlanmıĢ bir çalıĢmada, 

“betatrofin” isimli molekülün beta hücrelerine özgü ve güçlü proliferasyon 
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yapabilme özelliği tanımlanmıĢtır [61]. Farelere “betatrofin” verildiğinde beta hücre 

proliferasyonunun kontrol grubuna kıyasla ortalama 17 kat arttığı, hatta bazı 

farelerde bu artıĢın 33 kat olduğu gösterilmiĢtir. Bu kadar güçlü proliferasyon 

yapabilen bu molekül, insanda karaciğer tarafından sentezlenmektedir. Fakat 

insanlarda betatrofinin beta hücre proliferasyonu üzerindeki etkisi gösterilememiĢtir. 

 

ÇalıĢmamızda, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand‟ın (TRAIL) 

pankreatik beta hücreleri üzerinde muhtemel proliferatif etkisi olabileceğini hipotez 

ettik. TRAIL ilk keĢfedildiğinde kanser hücrelerini öldüren bir protein olarak 

tanımlanmıĢ [62] ve kanser hücre biyolojisi alanında TRAIL ile ilgili pek çok 

araĢtırma yapılmıĢtır. Fakat TRAIL‟ın kanser hücreleri dıĢındaki normal hücrelerde, 

örneğin vasküler düz kas hücreleri [63], vasküler endotel hücreler [64] ve romatoid 

artrit sinoviyal fibroblastlarda [65] proliferatif etkisi olduğu daha sonra yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Ayrıca TRAIL‟ın kanser dıĢında, ateroskleroz [66], 

diyabet [67], obezite [68] gibi baĢka hastalıklarda da önemli roller üstlendiği 

düĢünülmektedir [69].  

 

 

2.2.  TRAIL ve TRAIL Reseptörleri 

TNF-ligand ailesinin bir üyesi olarak tanımlanan TRAIL (Apo2L, TNFSF10, 

ya da CD253 olarak da bilinmektedir), hücre membranında yer alan bir tip II 

membran proteinidir. TRAIL, sistein proteazlar ve matriks metalloproteinaz-2 

(MMP-2) tarafından kesildiğinde, hücre membranından ayrılır ve çözülebilir TRAIL 

(sTRAIL) olarak dolaĢıma geçer. TRAIL, membrana bağlı ya da çözülebilir formda, 

birçok tümör ve kanser hücre tipinde apoptozu baĢlatma yeteneğine sahiptir [62].  

 

TRAIL‟ın hücre içine sinyal iletimini sağlayan dört farklı transmembran 

reseptörü, bir de çözülebilir reseptörü vardır. Transmembran reseptörlerden ikisi 

ölüm domaini içeren DR4 (TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2), diğer ikisi ise yalancı 

reseptörler olan DcR1 (TRAIL-R3) ve DcR2‟dir (TRAIL-R4). TRAIL‟ın 

bağlanabildiği çözülebilir reseptör ise osteoprotegerindir (OPG). Ölüm reseptörleri 

sitoplazmik kısımlarında ölüm domaini taĢırlar ve apoptoz sinyalinin gönderilmesi 

için bu domainlerini kullanırlar. Yalancı reseptörlerde ise ölüm domaini ya yoktur ya 

da kesilmiĢ halde bulunur. Bu nedenle, TRAIL yalancı reseptörlerine bağlandığında 

hücre içine apoptoz sinyali iletilmez. OPG de bir yalancı reseptördür ve TRAIL‟ın 

çözülebilir formda bulunan tek reseptörüdür. TRAIL diğer reseptörlerine oranla 

OPG‟ye daha az bağlanır. OPG aynı zamanda osteoklast geliĢiminde görevli olan 

RANKL‟ın [Activator of Nuclear Factor-kB (NF-kB) Ligand] da reseptörü olarak 

görev yapar [70].  

 

Farelerde de beĢ TRAIL reseptörü tanımlanmıĢtır. Bunlar; mDR5, mDcR1, 

mDcR2, mDcR2S ve OPG‟dir. Bu reseptörlerden sadece mDR5 ölüm domaini içerir 

ve insanlardaki DR4 ve DR5 ile yaklaĢık %60 dizi benzerliğine sahiptir. Bunun 

dıĢında, insanlardaki DcR1 ve DcR2 ile benzerlik gösteren iki tane de yalancı 

reseptör tanımlanmıĢtır. Bu yalancı reseptörlerden birinin çözülebilir formu da 

bulunmaktadır. Dolayısıyla fareler, OPG ile beraber toplamda iki adet çözülebilir 

TRAIL reseptörüne sahiptir (ġekil 2.3.) [71].  
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Şekil 2.3. TRAIL reseptörleri. Ġnsanda ve farede bulunan TRAIL reseptörleri [71]. 

 

 

2.2.1.  TRAIL Sinyal Yolağı 

 

 

2.2.1.1. TRAIL’ın Apoptotik Rolü 

TRAIL, ölüm reseptörlerine bağlandığında hücre içine apoptoz sinyali iletilir. 

ġekil 2.4‟te TRAIL aracılığıyla tetiklenen apoptoz yolağı resmedilmiĢtir [69]. 

TRAIL molekülünün DR4 ya da DR5 ile bağlanmasının ardından trimerizasyon 

gerçekleĢir ve reseptörün hücre içinde kalan kısmında DISC (death-inducing 

signaling complex) adı verilen protein kompleksi oluĢur [72]. Bu protein 

kompleksinin içinde FADD (Fas-associated death domain) ve apoptoz baĢlatıcısı 

olan kaspaz 8 bulunur. Kaspaz 8‟in olmadığı durumlarda kaspaz 10 bu kompleksin 

içinde yer alabilir ve apoptoz sinyalini baĢlatabilir [73]. Kaspazların DISC yapısına 

katılması ve aktifleĢmesi sonucunda, diğer kaspazların aktivasyonu ile dıĢ apoptotik 

yolak baĢlar. Aynı zamanda proapototik protein olan BID‟in (BH3 interacting-

domain) kesilmesiyle mitokondri üzerinden de iç apoptotik yolak baĢlatılarak 

apoptoz sinyali daha da güçlendirilir [69].  
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Şekil 2.4.  TRAIL‟ın apoptotik sinyal yolağı. TRAIL‟ın baĢlattığı ve hücreyi ölüme götüren sinyal 

yolağı. TRAIL, hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine bağlandıktan sonra, reseptörün 

hücre içinde kalan kısmındaki FADD, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile bir araya gelerek 

DISC yapısını oluĢturur. Kaspaz 8 ve kaspaz 10‟un kesilmesi ile kaspaz aktivasyonu 

gerçekleĢince hücre ölüm iĢlemi baĢlatılır. Kaspaz 8 diğer taraftan BID‟i keser ve kesilen 

BID mitokondriye geçerek, mitokondriyel iç yolağın aktivasyonunu ve apoptozu tetikler 

[69]. 

 

 

2.2.1.2. TRAIL’ın Apoptoz Dışı Rolü 

TRAIL‟ın farklı fonksiyonlarının araĢtırıldığı çalıĢmalarda, TRAIL‟ın anti-

apoptotik fonksiyonunun da olduğu, hatta bazı tümörlerde anti-apoptotik etki 

gösterip tümör hücrelerinin sağkalımını/proliferasyonunu dahi tetikleyebileceği 

gösterilmiĢtir [74]. Örneğin B hücreli kronik lenfositik lösemide (B-KLL), lösemi 

hücreleri üzerinde normal lenfositlere oranla daha fazla TRAIL sentezlendiği 

gözlenmiĢ, bunun sonucunda B-KLL hücrelerinin bir kısmının yaĢam süresinin 

uzadığı ileri sürülmüĢtür [75, 76].  

 

TRAIL reseptörlerinin yarattığı sinyal iletim sistemi, FADD ile bağlanan 

diğer ölüm reseptörleri gibi karmaĢıktır. TRAIL, reseptörüne bağlandıktan sonra 

hücrelere apoptoz sinyalinin yanı sıra, sağkalım ve çoğalma sinyalleri de iletilebilir. 

Bu sinyaller, ölüm reseptörleri üzerinden NF-kB, MAP kinaz (MAPK) ve Akt 

aktivasyonu ile gerçekleĢir. TRAIL molekülü hücre yüzeyindeki reseptörüne 

bağlandığında, hücre içinde DISC oluĢumunu takiben “ikincil yapı” adı verilen yapı 



11 

 

oluĢur. Ġkincil yapıyı oluĢturan moleküller, FADD ve kaspaz 8/10 içeren DISC 

yapısı, TRADD (TNF receptor associated DD), TRAF2 (TNF receptor-associated 

factor-2) ve RIP1 (receptor interacting protein-1) adlı proteindir. Ġkincil yapıda yer 

alan RIP1 proteinine, cIAP‟ler (cellular inhibitors of apoptosis proteins) tarafından 

çoklu ubiquitin zinciri takılır ve bu proteinler çoklu ubiquitin zincirine sahip 

olduktan sonra TAK1 [transforming growth factor (TGF) b-activated kinase-1] ile 

bağlanabilir. RIP1‟in TAK1 ile bağlanması sonucunda, TAK1 IKK‟lerin (inhibitor of 

IkB kinase) aktivasyonunu sağlar. Aktif konuma geçen IKK, NF-kB molekülünün 

sitoplazmada tutulmasını sağlayan IkB molekülünün 48. lizin amino asidine çoklu 

ubiquitin zinciri bağlamak suretiyle proteozomal yıkımına neden olur. IkB 

molekülünün yıkımı sonucu NF-kB sitoplazmada serbest kalır ve serbest kalan NF-

kB molekülü çekirdeğe göç eder (ġekil 2.5) [69].  

 

 
 

Şekil 2.5.  TRAIL‟ın NF-kB aracılı sinyal yolağı. TRAIL, reseptörü ile bağlandıktan sonra ikincil 

yapının oluĢumuna neden olur. Ġkincil yapı; DISC ile beraber TRADD, prokaspaz 8/10, 

TRAF2, RIP1, IKKα, IKKβ ve IKKγ moleküllerini içerir. RIP1 molekülünün çoklu 

ubiquitin ile bağlanmasının ardından TAK1 molekülü aktif hale gelir ve IKK 

moleküllerini fosforilleyerek NF-kB aktivasyonu sağlar. AktifleĢen NF-kB ise çekirdekte 

hücre sağkalımını sağlayan genlerinin sentezlenmesine öncülük eder [69]. 

 

TRAIL‟ın reseptörüne bağlanmasını takiben ERK (extracellular signal-

regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase), ve p38 kinazın da içinde 

bulunduğu MAP kinazlar aktive olabilirler (ġekil 2.6) [69]. Bunun yanı sıra TRAIL, 

PI3K aktivasyonu yoluyla Akt fosforilasyonunu tetikleyebilir. Bu kinazların 

aktivasyonu için ikincil sinyal kompleksinin tüm elemanlarına ihtiyaç olup olmadığı 

bilinmemektedir. Ancak bu yolaklar arasında etkileĢim olduğu kesindir. Örneğin, 
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TRAIL sayesinde fosforillenen ve aktifleĢen Akt aslında ERK bağımlıdır [64]. Aktif 

hale geçen Akt, NF-kB aktivasyonu yapabilir ve bu aktivasyon sağkalım ve 

çoğalmanın yanı sıra hücre ölümünü de baĢlatabilir. Bu nedenle TRAIL sinyal 

yolağının ikincil yapı aracılı aktivasyonu sadece hücre sağkalımı ile sınırlı değildir. 

Aynı zamanda apoptoz gibi diğer hücresel olayları da yönetebilir [77, 78]. Fakat 

sinyal yolağındaki moleküllerin birbirleriyle etkileĢimleri hala tam olarak 

belirlenememiĢtir.  

 

 
 

Şekil 2.6.  TRAIL‟ın apoptoz dıĢı sinyal yolağı. TRAIL tarafından baĢlatılan ikincil yapı, PI3K ve 

MAPK sinyal yolaklarını tetikleyebilir, bu da hücre sağkalımı ve çoğalması ile ilgili 

genlerin sentezini sağlayabilir [29]. 

 

 

2.2.2.  TRAIL’ın Sağlıklı Hücreler Üzerindeki Etkisi 

TRAIL‟ın fonksiyonu üzerine yapılan çalıĢmalar, TNF ailesi üyesi olan diğer 

ölüm ligandlarından farklı olarak iki önemli özelliğini ortaya koymuĢtur: Birincisi, 

malignansilere karĢı doğal immun sistemin kullandığı silahlardan biri olarak kabul 

edilen bu molekülün, kanser hücrelerinde seçici olarak apoptozu indüklerken normal 

hücrelerde genel olarak apoptotik etki göstermemesidir. TRAIL‟ın bu özelliği, 

kansere karĢı geliĢtirilebilecek yeni terapötik stratejiler açısından büyük bir umut 

kaynağı olmuĢtur ve bu alanda birçok araĢtırma yürütülmektedir.  

 

TRAIL‟ın TNF süper ailesinin diğer üyelerinden farklı olan ikinci bir özelliği 

ise, diğer apoptotik moleküllerin ekspresyonları sıkı regülasyon altında tutulup 

sadece geçici olarak ifade edilirken, TRAIL ligand ve reseptörlerinin normal 
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dokuların büyük çoğunluğunda eksprese ediliyor olmasıdır. Bu durum, bu molekülün 

henüz tanımlanmamıĢ farklı rolleri olabileceğini akla getirmektedir [79].  

 

Nitekim, TRAIL‟ın, primer insan vasküler endotel hücrelerinde (HUVEC) 

proanjiyogenik etki gösterdiği belirlenmiĢtir. ġimdiye kadar en iyi tanımlanmıĢ 

anjiyogenik faktörlerden biri olan VEGF ile karĢılaĢtırıldığında, TRAIL‟ın 

endotelyal hücre göçünde ve yeni damar oluĢumda VEGF kadar olmasa da belirgin 

bir etkisinin olduğu gösterilmiĢtir. TRAIL‟ın HUVEC hücreleri üzerindeki bu 

proanjiyogenik etkisini ise ERK1/2 üzerinden gerçekleĢtirdiği belirlenmiĢtir [80]. 

Önceleri TRAIL, çeĢitli kanser hücrelerinde apoptozu tetikleyebildiği için anti-

kanser ilacı olarak düĢünülse de, bu çalıĢma ile TRAIL‟ın beklenmedik anjiyogenik 

etkisinin gösterilmesi dikkatleri farklı bir yöne çekmiĢtir. Aynı çalıĢma ekibinin 

yaptığı diğer bir çalıĢmada, yine TRAIL‟ın primer vasküler endotel hücrelerde 

proliferasyonu tetiklediği gösterilmiĢtir. TRAIL‟ın hücrelerde proliferasyonu 

tetiklerken kullandığı sinyal yolaklarının belirlenmesi için aktive olması muhtemel 

olan kinazların fosforilasyon ve aktivasyon düzeylerine bakıldığında, TRAIL‟ın p38, 

JNK ve NFkB üzerinden değil de ERK1/2 ve Akt üzerinden bu etkiyi yarattığı 

belirlenmiĢtir. Ġnhibitör kullanılarak ERK1/2 aktivasyonu engellendiğinde TRAIL‟ın 

aynı hücrelerde proliferasyonu sağlayamadığı belirtilmiĢtir. Benzer Ģekilde Akt 

aktivasyonu engellendiğinde ise hücrelerde apoptozun tetiklendiği gösterilmiĢtir 

[64]. Sonuç olarak TRAIL‟ın, primer vasküler endotel hücrelerde ERK yolağı 

üzerinden proliferasyonu sağlarken, Akt yolağı üzerinden de bu hücreleri apoptozdan 

koruduğu düĢünülmektedir. Diğer taraftan, endotel hücrelerin normalde TRAIL 

aracılı apoptoza dirençli olduğu bilinmektedir. Endotel hücre yüzeyinde eksprese 

edilen DcR1 ve DcR2 yalancı reseptörlerinin de endotel hücreleri TRAIL aracılı 

apoptozdan koruyan etmenlerden olduğu düĢünülmektedir [81].   

 

TRAIL‟ın endotel hücre fizyolojisinde önemli rol oynayabileceğinin 

gösterilmesinin ardından, bu molekülün aynı zamanda vasküler düz kas hücrelerinde 

de olumlu etkileri olduğu gözlenmiĢtir. Örneğin, TNFα (tumor necrosis factor-α), 

interlökin-1β ve interferon-γ gibi pro-inflamatuar sitokinlerin neden olduğu ya da 

uzun süreli serumsuz ortamın tetiklediği apoptotik etkiye karĢı, TRAIL vasküler düz 

kas hücrelerinde sağkalımı indüklemiĢtir. TRAIL‟ın vasküler düz kas hücrelerinde 

aynı zamanda hücre göçünü de sağladığı gösterilmiĢtir. TRAIL‟ın bu etkilerini ERK 

ve Akt fosforilasyonu yaparak gerçekleĢtirdiği gözlenmiĢtir. ERK yolunun 

farmakolojik inhibitörler kullanılarak baskılanması durumunda, TRAIL‟ın yarattığı 

etkilerin de baskılandığı görülmüĢtür [82]. Bunun yanında, düĢük dozlarda 

kullanıldığında (1 ng/ml) çözülebilir TRAIL molekülünün primer insan vasküler düz 

kas hücrelerinde NF-kB aktivasyonunu, IGF1R ekspresyonunu ve yine 

proliferasyonu indüklediği bildirilmiĢtir [83]. 

 

TRAIL‟ın primer vasküler endotel hücrelerde ve vasküler düz kas 

hücrelerinde çoğalmayı teĢvik edici etkisinin gösterilmesi üzerine diğer sağlıklı 

hücreler üzerindeki etkileri de merak konusu olmuĢtur. ġimdiye kadar yapılan 

çalıĢmalarda TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri üzerindeki etkisi tam olarak 

açıklığa kavuĢturulamamıĢtır. TRAIL‟ın pankreatik beta hücrelerinde apoptoza 

neden olmadığı yönünde bilgiler bulunmakla birlikte [84, 85], aksinin gösterildiği 
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çalıĢmalar da vardır [86]. Genel olarak, TRAIL‟ın diyabet geliĢiminde de önemli rolü 

olabileceğini gösteren çalıĢmalar mevcuttur. 

 

 

2.2.3.  TRAIL’ın Diyabetteki Rolü 

TRAIL‟ın diyabet geliĢimindeki etkisi ilk olarak Tip 1 Diyabet (T1D) hayvan 

modellerinde tanımlanmıĢtır. T1D‟te geliĢen otoimmün saldırılar sonucunda 

pankreatik beta hücreleri apoptoz ile yıkılır. Bu yıkımdan baĢlıca sorumlu 

hücrelerden biri de sitotoksik T hücreleridir. Bu hücreler, Fas ve TNF reseptörleri 

üzerinden beta hücrelerine apoptoz sinyali gönderirler. Pankreasa nüfuz eden T 

hücreleri ve makrofajlar, bulundukları ortama TNFα ve interferon-γ gibi 

proinfamatuar sitokinler salgılayarak beta hücre yıkımının Ģiddetlenmesi sağlarlar 

[87]. T1D hastalarının pankreasları incelendiğinde pankreatik adacıklarda TRAIL 

sentezinin olduğu, fakat sağlıklı insanların pankreatik adacıklarında TRAIL 

sentezinin olmadığı gösterilmiĢtir [88]. T1D hastalarından alınan T hücrelerindeki 

TRAIL sentezinin de beta hücre antijeni ile uyarıldığı zaman arttığı gösterilmiĢtir. Bu 

sonuçlar, pankreastaki TRAIL sentezinin ana kaynağının T hücreleri olduğunu 

düĢündürse de, aslında pankreatik adacıklar ve beta hücre hatlarında da TRAIL 

sentezi vardır [86]. Sonuç olarak, TRAIL‟ın hem pankreatik adacıklarda hem de T 

lenfositlerde sentezinin olduğunun gösterilmesi, TRAIL‟ın T1D geliĢiminde görülen 

beta hücre yıkım sürecinde görev aldığına iĢaret etse de, TRAIL‟ın yıkımı 

hızlandırıcı yönde mi yoksa beta hücrelerini yıkımdan koruyucu yönde mi etki ettiği 

henüz tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle TRAIL‟ın tip 1 diyabetteki rolü 

tartıĢmalıdır.  

 

Son zamanlarda TRAIL‟ın Tip 2 Diyabet geliĢiminde de önemli rolü 

olabileceğine dair veriler elde edilmiĢtir. T2D‟in giderek yaygınlaĢtığı da 

düĢünüldüğünde, hastalığın mekanizmasının aydınlatılmasına yönelik her yeni bulgu 

önem kazanmaktadır. DolaĢımdaki TRAIL seviyesinin yeni tanı alan T2D 

hastalarında azaldığı, 6 aylık diyabet tedavisi sonrası önemli oranda yükseldiği 

gözlenmiĢ, dolaĢımdaki TRAIL seviyesinin T2D‟te endotel fonksiyon açısından 

koruyucu olabileceği ileri sürülmüĢtür [89, 90]. Her iki diyabet türünde de beta hücre 

kitlesinde farklı mekanizmalar aracılığıyla da olsa azalma görülebildiğinden, 

TRAIL‟ın beta hücreleri üzerindeki rolünün tam olarak aydınlatılabilmesi, hastalığın 

mekanizmasının daha iyi anlaĢılabilmesi yönünde önemli bilgiler sağlayabilecektir. 

 

TRAIL‟ın beta hücreleri üzerinde yıkıcı rol oynayabileceğine yönelik 

bulguların olmasının yanı sıra beta hücrelerini koruyucu bir rol üstlenmiĢ 

olabileceğine iĢaret eden bulgular da vardır. Örneğin gurubumuzun yaptığı bir 

çalıĢmada, insan pankreasında yüksek seviyede TRAIL sentezinin olması, beta hücre 

ölümü ile iliĢkili bulunmuĢtur [91]. Yine grubumuzun bir çalıĢmasında NOD 

farelerde Streptozotosin (STZ) ile hızlandırılan diyabette, yıkıcı insülitis geliĢimine 

paralel olarak pankreatik beta hücrelerinde TRAIL sentezinde önemli artıĢ 

gözlenmiĢtir [92]. Mi ve ekibinin yaptığı bir çalıĢmada da, NOD farelerin pankreatik 

adacıklarında TRAIL sentezinin diyabet geliĢtikten sonra arttığı gösterilmiĢtir [84]. 

Bahsedilen tüm bu çalıĢmalardaki bulgular, ilk bakıĢta TRAIL‟ın beta hücrelerindeki 

apoptotik ölümlere aracılık ediyor olabileceği Ģeklinde yorumlanabilecekken, aslında 
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TRAIL miktarının özellikle yıkıcı insülitis sürecinde, istilacı sitotoksik T lenfositlere 

karĢı aktive edilen bir savunma mekanizmasının bir parçası olabileceğine de iĢaret 

etmektedir.  

 

TRAIL‟ın T1D geliĢiminde olumlu etkilerinin olduğu, T1D hayvan 

modellerinde yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Örneğin, TRAIL-yoksun farelere, 

beta hücre toksini olarak bilinen ve hayvanları diyabet yapmak için sıklıkla 

kullanılan STZ enjekte edildiğinde, diyabet geliĢiminin yabanıl tip farelere göre daha 

kısa sürede olduğu gözlenmiĢtir [67]. TRAIL-yoksun farelerin pankreatik 

adacıklarına daha fazla lökositin nüfuz ettiği ve daha Ģiddetli adacık yıkımının 

gerçekleĢtiği gösterilmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada kendiliğinden diyabet geliĢtiren 

NOD farelere TRAIL‟ın fonksiyonunu bloke etmek amacıyla soluble DR5 

enjeksiyonu yapıldığında, NOD farelerin daha erken dönemde ve daha yüksek 

oranda diyabet geliĢtirdiği gösterilmiĢtir [67]. Sonuç olarak TRAIL yokluğunun ya 

da TRAIL fonksiyonunun baskılanmasının diyabet geliĢimini hızlandırdığı 

gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmayı destekler nitelikteki baĢka bir çalıĢmada, STZ 

enjeksiyonu ile diyabet yapılan hayvanlara TRAIL enjeksiyonu (5 gün boyunca, 20 

µg/gün) yapıldığında, hipergliseminin azaldığı, pankreatik adacıkların kısmen 

korunduğu ve sistemik ve pankreatik yangı moleküllerinin daha az sentezlendiği 

gösterilmiĢtir [93]. Yine benzer bir çalıĢmada, kendiliğinden diyabet geliĢtiren NOD 

farelere adenoviral vektörlerle TRAIL geni aktarıldığında, diyabet insidansında 

azalma olduğu rapor edilmiĢtir [94]. Bu bulgular TRAIL varlığının diyabet 

geliĢiminde koruyucu yönde etkisi olduğuna iĢaret etmektedir. 

 

 
Şekil 2.7. TRAIL tedavisi ve TRAIL yoksunluğunun diyabet üzerindeki sistemik etkileri [69]. 

 

 

Grubumuz tarafından yapılan bir çalıĢmada, adenoviral vektörlerle TRAIL 

geni aktarılan pankreatik adacıklar diyabetik sıçanlara nakledilmiĢ ve nakil sonrası 

graftların sağkalım süresinin kontrol graftlara göre daha uzun olduğu gözlenmiĢtir 

[95]. TRAIL‟ın T1D‟teki rolüne yönelik olarak grubumuzun bir baĢka bulgusu, NOD 

farelerde diyabeti hızlandırıcı ajan olarak kullandığımız Siklofosfamid‟in, hastalığa 

yol açma sürecinde TRAIL ligandını da çok güçlü oranda baskıladığının 

görülmesidir [92]. Siklofosfamid, normalde immun reaksiyonu baskılayıcı etki 

gösteren Treg hücrelerini baskılayarak T1D geliĢimine yol açar. Siklosfamid‟in 

bugüne kadar bilinmeyen bu etkisi ve tüm diğer bulgular, TRAIL‟ın pankreatik beta 

hücreleri üzerindeki, dolayısıyla T1D‟teki koruyucu rolüne iĢaret etmektedir. 
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2.2.4.  TRAIL ve Reseptör İlişkisinin Önemi  

TRAIL‟ın normal ve kanser hücrelerindeki farklı biyolojik etkilerini 

(apoptoz, sağkalım, proliferasyon) gerçekleĢtirebilmesinde, hücre yüzey 

reseptörlerinin ekspresyon profilinin önemi birçok araĢtırmacı tarafından 

gösterilmiĢtir. Biz de çalıĢmalarımızda özellikle hücre yüzeyindeki yalancı 

reseptörlerin ekspresyon oranlarının kanser hücrelerinde TRAIL dirençliliğine neden 

olabileceğini gösterdik. Yalancı reseptörlerden biri olan DcR2, siRNA kullanılarak 

bloke edildiğinde TRAIL‟ın hücrelerde apoptozu tetikleyebildiğini gözledik [96, 97].  

 

TRAIL ve reseptör iliĢkisinin diyabetteki önemi henüz bilinmemektedir. 

Fakat TRAIL ve reseptör sentezinin diyabette nasıl değiĢtiğinin bilinmesi, TRAIL‟ın 

diyabetteki fonksiyonunun anlaĢılabilmesi açısından oldukça önemlidir. Bu amaçla 

grubumuzun insan pankreasında yaptığı çalıĢmada, adacıklardaki TRAIL reseptör 

sentez profilleri belirlenmiĢ ve DcR1 ve DcR2 yalancı reseptörlerinin, DR4 ve DR5 

ölüm reseptörlerine göre oldukça yüksek miktarda sentezlendiği gösterilmiĢtir. 

Reseptör sentez düzeylerindeki bu farklılığın, beta hücrelerinde TRAIL aracılı 

apoptoza karĢı bir savunma mekanizması olabileceği akla gelmektedir. [91]. 

Grubumuzun NOD farelerde yaptığı bir çalıĢmada yine, pankreatik adacıklarda 

diyabet geliĢimi öncesinde (10 haftalık) DR5 ölüm reseptörünün yanı sıra, DcR1 ve 

DcR2 yalancı reseptörlerinin de önemli miktarda sentezlendiği gözlenmiĢtir [92].  

 

TRAIL‟ın beta hücrelerinde apoptoza neden olmaması, bu hücrelerde FasL ve 

TNF-alfa gibi sitokinlerin apoptotik etkilerine karĢı koruyucu rol alabileceğinin 

düĢünülmesi, bunun yanında DcR1 ve DcR2 yalancı reseptörlerinin beta hücrelerinin 

yüzeyinde önemli oranda sentezlendiğinin gösterilmesi, TRAIL‟ın vasküler düz kas 

hücreleri ve insan vasküler endotel hücreleri gibi sağlıklı hücrelerde çoğalmayı 

teĢvik etmesi gibi bulgular göz önüne alındığında, TRAIL‟ın beta hücreleri üzerinde 

sağkalımı ve çoğalmayı teĢvik edici etkisinin olabileceği düĢünülmektedir. Bu tez 

çalıĢmasında hipotezimizi bu çerçevede kurduk ve sıçanlardan elde ettiğimiz primer 

pankreatik beta hücrelerinde ve fare beta hücre hattında çözülebilir TRAIL 

molekülünün (sTRAIL) ve adenoviral vektörlerle sağlanacak olan (Ad5hTRAIL) 

TRAIL ekspresyonunun beta hücre canlılığı üzerine etkilerini, muhtemel proliferatif 

etkisini ve bu etkinin mekanizmasını araĢtırdık.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

 

 

 

 

MATERYAL ve YÖNTEMLER 

 

 

 

3.1. Sıçan Pankreatik Adacıklarının Elde Edilmesi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

DMEM Besiyeri: 

Bir ĢiĢe toz besiyeri (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-glutamin) ve 3,6 g 

sodyum bikarbonat 900 ml distile su içerisinde çözüldü ve 1 litreye tamamlandı. 

Steril kabinde 0,22 µm filtreden geçirildikten sonra, 5 ml penisilin-streptomisin-

amfoterisin solüsyonu (Biological Industries) eklendi. Serumlu DMEM için %10 

oranında inaktif NCS (Newborn Calf Serum, Biochrom AG) ilavesi yapıldı. 

 

RPMI 1640 Besiyeri: 

Bir ĢiĢe toz besiyeri (Sigma, R7755) 900 ml distile su içinde çözüldü. 

Ġçerisine %7,5 sodyum bikarbonat solüsyonu eklenerek pH 7.2‟ye ayarlandı ve 1 

litreye tamamlandı. Besiyeri steril kabinde 0,22 µm vakumlu filtreden geçirildi. Daha 

sonra 10,25 ml L-Glutamin (Biochrom AG) solüsyonu, 110 ml inaktif FBS (fetal 

bovine serum, Biochrom AG) ve 5 ml penisilin-streptomisin (Biochrom AG) 

solüsyonu ilave edildi. 

 

Phosphate Buffer Saline (PBS) Solüsyonu: 

8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCl (Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g 

KH2PO4 (Sigma) tartılarak, 800 ml distile su içinde çözüldü. NaOH ile pH 7.4‟e 

ayarlandı ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandı. Solüsyon steril kabinde 

0,22 µm vakumlu filtreden geçirildi. 

 

Enzim Stok Solüsyonu (2,5 mg/ml): 

100 mg liyofilize enzim Liberaz RI (Roche), 4 ml soğuk enjeksiyon 

kalitesindeki su ile çözüldü ve buz üzerinde 30 dakika bekletildi. Bekleme süresinde 

arada bir alt üst edilerek karıĢtırıldı. Hazırlanan enzim solüsyonu, enjeksiyon 

kalitesindeki su ile 10 kat seyreltilerek -20C‟de saklandı.  

 

Enzim Solüsyonu (0,25 mg/ml): 

1 ml enzim stok solüsyonu, 9 ml serumsuz DMEM ile karıĢtırılarak 

hazırlandı.  

 

Deney Hayvanları: 

 10-12 haftalık Wistar türü diĢi sıçanlar Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deney Hayvanları Bakım ve Üretim Ünitesi‟nden temin edildi. Deney hayvanlarına 

uygulanacak iĢlemler için Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Onayı alındı ve tüm 
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iĢlemler kurallara uygun biçimde gerçekleĢtirildi. Deneylerin tamamlanması için 

toplam 30 sıçan kullanıldı. 

 

3.1.1.  Pankreasın Cerrahi Olarak Çıkartılması 

Anestezi iĢlemi ksilazin (40-80 mg/kg) ve ketamin (5-10 mg/kg) karıĢımının 

intra-peritonel enjeksiyonu ile gerçekleĢtirildi. Sıçan, çalıĢma tablasına sırt üstü 

yatırıldı ve abdomen %70‟lik alkol ile temizlendi. V-insizyon ile karın boĢluğuna 

ulaĢıldı. Karaciğer kraniyele çekildi ve üzerine gazlı bez yerleĢtirildi. Barsaklar, 

hayvanın soluna alınarak pankreas ortaya çıkarıldı. Ortak safra kanalının karaciğer 

ucu ve duodenumla birleĢtiği ucu hemostat klempler ile kapatıldı. PE50 tüpü 

(Biopac) ile ortak safra kanalından 10 ml soğuk enzim solüsyonu enjekte edilerek 

pankreas ĢiĢirildi. Pensetler yardımıyla, pankreas çevre organlardan ayrıldı ve temiz 

bir tüp içine alındı. 

 

 

3.1.2.  Pankreasın Sindirimi 

Pankreas 37°C su banyosunda 17-19 dakika tutuldu. Süre sonunda üzerine 40 

ml serumlu DMEM eklenerek çalkalandı ve 1600 rpm‟de 75 saniye süreyle 4°C‟de 

santrifüj edildi. Çökelti üzerine 40 ml serumlu DMEM eklenerek süspanse edildi ve 

400 µm‟lik çelik filtreden (Thomas Scientific) geçirildi. Süspansiyon, 1600 rpm‟de 

75 saniye süreyle 4°C‟de santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 

 

 

3.1.3.  Pankreatik Adacıkların Saflaştırılması 

Çökelti, 20 ml soğuk Histopak 1077 (Sigma) ile karıĢtırıldı ve üzerine 10 ml 

serumsuz DMEM eklendi. Daha sonra 2500 rpm‟de 17 dakika süreyle 4°C‟de 

santrifüj edildi ve orta hatta toplanan adacıklar temiz bir tüpe aktarıldı. Üzerine 

serumlu DMEM ilave edildi ve 1600 rpm‟de 2 dakika süreyle 4°C‟de santrifüj edildi. 

Çökelti üzerine, 25 ml serumlu DMEM eklendi ve 4 dakika buz üzerinde bekletildi. 

Süre sonunda tüpün üzerinden 10 ml çekilerek atıldı, tekrar 10 ml serumlu DMEM 

eklendi. KarıĢtırılarak tekrar 4 dakika buz üzerinde bekletildi. Sedimentasyon adı 

verilen bu iĢlem 3-4 kez tekrarlandı. Sedimentasyonun amacı, ağır olan pankreatik 

adacıkların tüpün dibine çökmesi beklendikten sonra tüpün üzerinde kalan daha hafif 

asiner hücrelerin çekilerek uzaklaĢtırılması ve bu iĢlemlerin arka arkaya 

tekrarlanarak adacıkların yüksek saflıkta elde edilmesidir. 

 

 

3.1.4.  Pankreatik Adacıkların Kültüre Alınması 

Sedimentasyon sonrasında elde edilen adacık hücre süspansiyonu kültür 

kabına aktarıldı ve mikroskop altında görülen adacıklar mikropipetle tek tek 

toplanarak mikrosantrifüj tüpüne konuldu. Bu aĢamada sadece pankreatik adacıklar 

seçilerek toplandığı için asiner hücreler ortamdan uzaklaĢtırılmıĢ oldu. Tüpe alınan 

pankreatik adacıklar bir kere PBS ile yıkandıktan sonra 10 ml serumlu RPMI 1640 

besiyeri içerisinde kültür kabına alındı ve 37C sıcaklık ve %5 CO2‟li nemli ortamda 

gece boyu tutuldu. 
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3.2. Pankreatik Adacıkların Canlılık Oranlarının Belirlenmesi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

Floresein Diasetat Solüsyonu (FDA): 

5 mg toz floresein diasetat (Sigma) tartıldı ve 1 ml aseton içinde çözülerek 

4C„de karanlıkta saklandı. 

 

Propidyum Iodid Solüsyonu (PI): 

1 mg toz propidyum iodid (Sigma) tartıldı ve 1 ml distile su içinde çözülerek 

4C‟de karanlıkta saklandı. 

 

Pankreatik adacıklar izole edildikten hemen sonra, canlılık tayini için temsili 

olarak yaklaĢık 50 tane adacık alındı ve 1 ml PBS içine 2 µl FDA, 2 µl PI solüsyonu 

eklenerek adacıklarla birlikte 20 dakika 37C„de tutuldu. Süre sonunda floresan 

mikroskop altında adacıkların canlılık oranları analiz edildi.  

 

 

3.3. Pankreatik Adacıkların Parçalanarak Tek Hücre Kültürünün Kurulması 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

RPMI 1640 Besiyeri: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 

 

PBS: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 

 

Akutaz: 

Kullanıma hazır solüsyon (Millipore). 

 

 

3.3.1.  Adacık Hücrelerinin 96 Kuyulu Kaplara Ekimi 

Ġzolasyon iĢleminden sonra gece boyu kültürde tutulan pankreatik adacıklar 

mikroskop altında incelendi ve sağlıklı görünenler mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

Bir kere PBS ile yıkandıktan sonra, adacıkların üzerine 1 ml akutaz enzim solüsyonu 

eklenerek doku kültür kabına aktarıldı. Enzimin aktivite gösterebilmesi için 37C„de 

15-20 dakika tutuldu ve her 5 dakikada bir pipetaj yapılarak adacıkların parçalanması 

sağlandı. Mikroskop altında adacıkların tek tek hücrelere ayrıldığı görüldükten sonra, 

üzerine 9 ml serumlu RPMI besiyeri eklendi ve parçalanamayan adacıkların elenmesi 

için 40 µm filtreden geçirildi. Thoma lamı kullanılarak hücre sayımı yapıldı ve 

adacıkların dağıtılmasıyla elde edilen tek hücre süspansiyonundan 100‟er µl alınarak 

hücreler 96 kuyulu doku kültür kabının kuyularına ekildi (85000 hücre/kuyu/100 µl 

besiyeri). Hücreler daha sonra 37C sıcaklık ve %5 CO2‟li %95 nemli kültür 

ortamına alındı.  
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3.3.2. Adacık Hücrelerinin pLL Kaplı Kuyulara Ekimi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

Poli-L-Lizin (pLL): 

Kullanıma hazır solüsyon (Sigma, 0,1 mg/ml). 

 

96 kuyulu kültür kabının kuyularına 50‟Ģer µl pLL eklenerek 37C‟de bir 

gece tutuldu. Ertesi gün kuyulardaki pLL uzaklaĢtırıldı ve steril distile su ile 3‟er kez 

yıkandı. Kapak açık olarak 30 dakika kurumaya bırakıldı. Akutaz ile parçalanan 

adacık hücreleri kuyulara ekildi (85000 hücre/kuyu/100 µl besiyeri). Hücreler 37C 

sıcaklık ve %5 CO2‟li %95 nemli kültür ortamına alındı. 

 

 

3.4. Min6 Hücre Kültürü 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

DMEM Besiyeri: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. Ek olarak 1 litre besiyerine 5 µl β-

merkaptoetanol eklendi. 

 

PBS: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 

 

Tripsin-EDTA: 

10X Tripsin-EDTA solüsyonu (Biochrom AG) PBS ile 10 kat seyreltilerek 

kullanıldı. 

 

Min6 hücreleri Dr. Jun-ichi Miyazaki‟nin (Osaka Üniversitesi, Japonya) 

izniyle Prof.Dr. Salih ġANLIOĞLU‟ndan (Akdeniz Üniversitesi) temin edildi. Min6 

hücreleri %5 CO2, %95 nem ve 37°C sıcaklıkta T25 flasklarda büyütüldü [98]. 

Kültür kabının %80‟i hücrelerle kaplandığı zaman besiyeri çekilerek atıldı ve 5 ml 

PBS ile yıkandı, 0,5 ml tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 3-5 dakika oda 

sıcaklığında beklendi. Hücreler yüzeyden ayrılmaya baĢlayınca 5-10 ml serumlu 

besiyeri ile süspanse edilerek santrifüj tüpüne alındı. Tüp, 900 rpm‟de 5 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve çökelti 20 ml serumlu besiyerinde homojenize 

edilerek 4 adet T25 flaska dağıtıldı. Besiyeri her 3 günde bir tazelendi. Deneyler 

pasaj sayısı 22-30 arasında olan Min6 hücreleri ile yapıldı. 

 

 

3.5. A549 Hücre Kültürü 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

RPMI 1640 Besiyeri: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 
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PBS: 

Bölüm 3.1.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 

 

Tripsin-EDTA: 

Bölüm 3.4.‟de açıklandığı gibi hazırlandı. 

 

ATCC‟den temin edilen insan adenokarsinoma akciğer kanser hücre hattı 

(A549) kullanıldı. A549 hücreleri %5 CO2, %95 nem ve 37°C sıcaklıkta T25 

flasklarda büyütüldü. Kültür kabının %80‟i hücrelerle kaplandığı zaman besiyeri 

çekilerek atıldı ve 5 ml PBS ile yıkandı, 0,5 ml tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 3-

5 dakika oda sıcaklığında beklendi. Hücreler yüzeyden ayrılmaya baĢlayınca 5-10 ml 

serumlu besiyeri ile süspanse edilerek santrifüj tüpüne alındı. Tüp, 900 rpm‟de 5 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve çökelti 20 ml serumlu besiyerinde 

homojenize edilerek 4 adet T25 flaska dağıtıldı. Besiyeri her 3 günde bir tazelendi. 

Deneyler pasaj sayısı 55-62 arasında olan A549 hücreleri ile yapıldı. 

 

 

3.6. Hücrelerin sTRAIL ile Muamele Edilmesi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

sTRAIL (20 µg/ml): 

Liyofilize rekombinant insan çözülebilir sTRAIL proteini (R&D, Katalog 

no:375-TL) 500 µl %0,1 BSA içinde çözüldü.  

 

%0,1 BSA: 

10 mg BSA (Bovine Serum Albümin, Sigma) 10 ml PBS içinde çözüldü ve 

steril kabinde 0,22 µm filtreden geçirildi. 

 

Primer Adacık Hücre Kültürü Muamele Besiyeri: 

Bir ĢiĢe toz besiyeri (Sigma, R1383, L-glutaminli, glukozsuz ve sodyum 

bikarbonatsız) 900 ml distile su içinde çözüldü. Ġçerisine %7,5 sodyum bikarbonat 

solüsyonu eklenerek pH 7.2‟ye ayarlandı ve 1 litreye tamamlandı. Besiyeri steril 

kabinde 0,22 µm vakumlu filtreden geçirildikten sonra 5 ml penisilin-streptomisin 

solüsyonu ilave edildi. Serum konsantrasyonu inaktif FBS ilavesi ile %2 yapıldı. 

Glukoz konsantrasyonu %45 D-glukoz ilavesi ile 5 mM yapıldı. 

 

D-Glukoz (%45): 

45 g D-glukoz (Sigma) tartılarak 80 ml distile su içerisinde çözüldü. Isıtıcı ve 

karıĢtırıcı yardımıyla çözünen solüsyon 100 ml‟ye tamamlandı. 0,22 µm filtreden 

geçirildi.  

 

Min6 Hücre Kültürü Muamele Besiyeri: 

 Bölüm 3.1‟de açıklandığı gibi hazırlanan serumsuz DMEM besiyerine %0,5 

oranında BSA eklendi ve filtreden geçirildi.  
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A549 Hücre Kültürü Muamele Besiyeri: 

Bölüm 3.1‟de açıklandığı gibi hazırlanan serumsuz RPMI besiyerine %0,5 

oranında BSA eklendi ve filtreden geçirildi.  

 

sTRAIL ile muamele edilecek hücreler, bir gece boyunca uygulamanın 

gerçekleĢtirileceği besiyerlerinde tutularak senkronize edildi. Ertesi gün hücrelerin 

üzerindeki besiyeri uzaklaĢtırıldı ve bir kere PBS ile yıkandıktan sonra farklı 

dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) sTRAIL içeren muamele besiyeri eklenerek 37C 

sıcaklık ve %5 CO2‟li %95 nemli kültür ortamına bırakıldı. Pozitif kontrol olarak 

%10 ya da %15 serumlu besiyeri kullanıldı. 

 

 

3.7. İmmünositokimya 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

Bloklama Solüsyonu: 

Liyofilize normal eĢek serumu (Jackson ImmunoResearch) distile su içinde 

çözdürüldü (60mg/ml). Bloklama için %5 oranında PBS içinde sulandırılarak 

kullanıldı.   

 

96 kuyulu kültür kaplarında büyütülen hücrelerin üzerindeki besiyeri 

çekilerek uzaklaĢtırıldı ve üzerine 100 µl soğuk metanol (Merck) eklenerek -20C‟de 

20 dakika fiksasyon yapıldı. Süre sonunda metanol çekilerek uzaklaĢtırıldı ve 3 kere 

5‟er dakika PBS ile yıkandı. Bloklama için hücrelerin üzerine 50‟Ģer µl bloklama 

solüsyonu eklendi ve oda sıcaklığında 1 saat tutuldu. Süre sonunda bloklama 

solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve 50‟Ģer µl primer antikor solüsyonu eklenerek gece boyu 

+4C‟de tutuldu. Primer antikor solüsyonu, guinea pig anti-insulin (Abcam, ab7842), 

rabbit anti-glukagon (Abcam, ab18461), mouse anti-vimentin (Santa Cruz), mouse 

anti-Ki67 (BD, 556003), goat anti-TRAIL (R&D, AF375) antikorlarının, antikor 

sulandırma solüsyonu (Abcam) içerisinde 1:100 oranında sulandırılması ile 

hazırlandı. Ertesi gün primer antikor solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve 3 kere 5‟er dakika 

PBS ile yıkama yapıldı. Daha sonra 50‟Ģer µl sekonder antikor solüsyonu eklenerek 

oda sıcaklığında 1 saat tutuldu. Sekonder antikor solüsyonu, anti-guinea pig CY2 

(Jackson ImmunoResearch), anti-rabbit Texas Red (Santa Cruz), anti-rabbit FITC 

(Jackson ImmunoResearch) ve anti-mouse Alexa Fluor 594 (Jackson 

ImmunoResearch), anti-goat HRP (Santa Cruz) antikorlarının 1:200 oranında PBS 

içinde sulandırılması ile hazırlandı. Süre sonunda sekonder antikor solüsyonu 

uzaklaĢtırıldı ve hücreler 3 kere 5‟er dakika PBS ile yıkandı. Floresan boyamalar için 

hücrelerin üzerine DAPI çekirdek boyası içeren yapıĢtırma solüsyonu (Life Science 

Division) eklendi ve floresan mikroskopta incelendi. HRP iĢaretli sekonderlerle 

yapılan boyamalarda ise hücre çekirdekleri 30 saniye hematoksilen ile boyandıktan 

sonra yıkandı ve hücrelerin üzerine Kaiser‟s gelatin eklenerek ıĢık mikroskobunda 

incelendi. 
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3.8. Annexin V Testi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

Annexin V-FITC Kit (Trevigen, 4830-01-K): 

Hücrelerin üzerinden besiyeri uzaklaĢtırıldı ve soğuk PBS ile yıkandı. 10 μl 

10X binding buffer, 10 μl propidium iyodid, 1 μl Annexin V conjugate, 79 μl 

bidistile su ile karıĢtırılarak Annexin V inkübasyon solüsyonu hazırlandı. Hücrelerin 

üzerine 100 µl Annexin V inkübasyon solüsyonu eklenerek 15 dakika karanlıkta 

tutuldu. Hücreler 2 kez 1X binding buffer ile yıkandı ve floresan mikroskopta 

görüntülendi. 

 

 

3.9. WST-1 Canlılık/Proliferasyon Testi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

WST-1: 

Kullanıma hazır solüsyon (Roche, 11 644 807 001). 

 

96 kuyulu kültür kabındaki hücrelere, 100 µl besiyeri varlığında 10 µl WST-1 

solüsyonu eklendi ve 4 saat 37C‟de tutuldu. Süre sonunda 5-10 dakika 

çalkalandıktan sonra spektrofotometrede ölçüm yapıldı (test dalga boyu 440 nm, 

referans dalga boyu 600 nm).  

 

 

3.10. MTT Canlılık/Proliferasyon Testi 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

MTT (5 mg/ml): 

(Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, 

AppliChem, A2231) 10 mg tartıldı ve 10 ml PBS içinde çözüldü. Steril kabinde 0,22 

µm filtreden geçirilerek karanlıkta muhafaza edildi.  

 

96 kuyulu kültür kabındaki hücrelere, 100 µl besiyeri varlığında 25 µl MTT 

solüsyonu (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37C‟de tutuldu. Süre sonunda besiyeri 

uzaklaĢtırıldı ve 100 µl DMSO (Sigma) eklendi, 5-10 dakika çalkalandıktan sonra 

spektrofotometrik ölçüm yapıldı (test dalga boyu 540 nm, referans dalga boyu 690 

nm).  
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3.11. Western Blot 

 

Kullanılan solüsyonlar: 

 

Lizis Tamponu: 

100 mM NaF, 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA,1 

mM Na3VO4, %10 Gliserol ve %1,2 Triton, 1 litre bidistile su içinde ile hazırlandı ve 

pH 7.4‟e ayarlandı. Kullanılmadan önce 50 ml solüsyona bir tablet proteaz inhibitör 

kokteyli (Roche) eklenerek çözüldü. 

 

2X Yükleme Tamponu:  

1 ml gliserol, 3 ml %10 SDS, 1,25 ml 1 M Tris-HCl pH 6.8, 20 µl bromfenol 

blue,ve 0,5 ml β-merkaptoetanol eklenerek hazırlandı. 

 

%8 Alt Jel:  

4,6 ml bidistile su, 2,7 ml %30 Akrilamid, 2,5 ml 1.5M Tris (pH 8.8), 100 µl 

%10 SDS, 100 µl %10 APS ve 20 µl TEMED eklenerek hazırlandı. 

 

%5 Üst Jel: 

1,4 ml bidistile su, 330 µl %30 Akrilamid, 250 µl 1M Tris (pH 6.8), 20 µl 

%10 SDS, 20 µl %10 APS ve 4 µl TEMED eklenerek hazırlandı. 

 

1X Elektroforez Tamponu: 

1,5 g Tris, 9,4 g glisin ve 5 ml %10 SDS, 1 litreye bidistile su ile tamamlandı. 

 

1X Protein Transfer Tamponu:  

5,8 g Tris, 3 g glisin ve 200 ml metanol, 1 litreye bidistile su ile tamamlandı. 

 

1X TBST (pH 7.4):  

6,05 g Tris, 8,76 g NaCl ve 1 ml Tween-20, 1 litreye bidistile su ile 

tamamlandı. 

 

Strip-off Solüsyonu: 

 33,25 ml bidistile su, 6,25 ml 0,5M Tris-HCl, 10 ml %10 SDS karıĢtırılarak 

55°C‟ye ısıtıldıktan sonra 350 µl β-merkaptoetanol eklendi.  

 

Bloklama Solüsyonu: 

5 g yağsız süt tozu 100 ml TBST‟de çözüldü. Sütün içinde bulunan kazeinin 

kendisi bir fosfoprotein olduğu için, fosfo-antikorlar kullanılarak (p-ERK, p-p38 ve 

p-Akt) iĢaretleme yapılacağında bloklama solüsyonu olarak %1 BSA kullanıldı. 

 

 

3.11.1. Hücre Lizatı Toplanması 

Hücrelerin üzerinden besiyeri uzaklaĢtırıldı ve iki kere soğuk PBS ile yıkandı. 

Daha sonra hücrelerin üzerine lizis tamponu eklendi. Hücreler scraper yardımıyla 

kazınarak ependorfa alındı ve 10 dakika buz üzerinde tutuldu. 12000 rpm‟de 4°C‟de 

10 dakika santrifüj yapıldı ve süpernatant temiz bir tüpe alındı. Yükleme öncesinde, 
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50 µg örnek, yarı hacmi kadar 2X yükleme tamponu ile karıĢtırıldı ve 95C‟de 5 

dakika tutuldu. 

 

 

3.11.2. Jel Hazırlanması ve Elektroforez 

Elektroforez camları (BioRad) temizlenerek uygulama için hazırlandı ve alt 

jel döküldü. Jelin düzgün donması için üzeri su ile kaplandı. Jel donduktan sonra 

üzerindeki su döküldü ve yerine üst jel eklendi. Tarak yerleĢtirilerek donması 

beklendi. Jel donduktan sonra elektroforez tankına yerleĢtirildi ve tankın içi 1X 

elektroforez tamponu ile dolduruldu. Hazırlanan örnekler sırayla yüklendi ve 100V 

akımda 10-15 dakika, sonra 150V akımda 1 saat yürütüldü. 

 

 

3.11.3. Örneklerin Membrana Transfer Edilmesi 

Elektroforez sonunda jel çıkartılarak blotlama sandviçi hazırlandı. PVDF 

membran, 0,45 µm (Millipore) metanolde aktive edildikten sonra jelin üzerine 

yerleĢtirildi. Blotlama tankı 1X protein transfer tamponu ile dolduruldu ve 100 V 

akımda 2 saat çalıĢtırıldı. 

 

 

3.11.4. Bloklama ve Antikor ile İşaretleme 

Transfer sonrası PVDF membran bloklama solüsyonu içine alındı ve 5-10 

dakika (%5 süt için) ya da 90 dakika (%1 BSA için) çalkalandı. Daha sonra membran 

primer antikor solüsyonu içine alınarak 4°C‟de gece boyu çalkalandı. Primer antikor 

olarak TRAIL (1:1000, R&D AF347), DR5 (1:1000, R&D AF721), DcR1 (1:1000, 

R&D AF630), DcR2 (1:1000, R&D AF633), ERK1 (1:1000, sc-94), pERK1/2 

(Thr202/Tyr204)(1:1000, sc-16982), p38 (1:1000, Cell Signaling #9212), pp38 

(Thr180/Tyr182)(1:1000, Cell Signaling #9211), Akt1 (1:1000, sc-5298), pAkt1/2/3 

(Ser473) (1:1000, sc-33437) ve yükleme kontrolü olarak β-aktin (1:1000, sc-81178) 

antikoru kullanıldı. Membran üç kere 10‟ar dakika TBST ile yıkandı ve sekonder 

antikor solüsyonu içine alınarak 1 saat oda sıcaklığında çalkalandı. Membran üç kez 

10‟ar dakika TBST ile yıkandı. ECL solüsyonu (Roche) kullanılarak görüntüleme 

yapıldı. 

 

 

3.11.5. Strip-off 

 ĠĢaretleme yapılan membranlar 55°C‟de 30 dakika strip-off solüsyonu içinde 

çalkalandıktan sonra 45 dakika oda sıcaklığında TBST ile yıkandı. Bloklama 

solüsyonu içinde 30 dakika (%5 süt için) ya da 90 dakika (%1 BSA için) 

çalkalandıktan sonra gece boyu 4°C‟de primer antikor ile iĢaretlendi. 

 

 

3.11.6. Western Band Analizi 

 ImageQuant 5.1. programı kullanılarak bandların yoğunlukları belirlendi. 
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3.12. Hücrelerinin Adenoviral Vektörlerle Transdüksiyonu 

 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 

Transdüksiyon Solüsyonu: 

%2 serumlu besiyerine farklı yoğunluklarda AdTRAIL adenoviral vektör (0, 

0.25, 0.5, 1, 2, 5 µl/ml) eklenerek hazırlandı. Kullanılan AdTRAIL adenoviral vektör 

stoğunun konsantrasyonu 1x10
12

 virüs/ml olarak belirlenmiĢti. Hücrelere farklı 

miktarlarda virüs eklendiğinde, hücre baĢına düĢen enfeksiyöz virüs partikülü 0, 125, 

250, 500, 1250, 2500 MOI olarak hesaplandı. MOI (Multiplicity of infection) hücre 

baĢına düĢen enfeksiyöz virüs partikülünü gösteren bir birimdir. 

 

Min6 ve A549 hücreleri %10 serumlu besiyerlerinde yetiĢtirildi. Geceboyu 

%2 serumlu besiyerinde tutularak hücreler senkronize edildi. Ertesi gün besiyeri 

çekildi ve bir kez PBS ile yıkandıktan sonra transdüksiyon solüsyonu eklendi.  

Transdüksiyonun 48. saatinde hücreler mikroskop ile görüntülendi ve alınan resimler 

kaydedildi. 

 

 

3.13. İstatistiksel Analiz 

 Ġstatistiksel analiz için Excel (Microsoft Office) kullanıldı ve Student‟s t test 

ile istatistiksel analizler yapıldı. Hata payları SEM (Standard Error of Mean) 

değerleri ile belirlendi ve 0.05 p değerinin altı anlamlı olarak kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

 

 

4.1.   Sıçan Pankreatik Adacıkları Yüksek Oranda Canlı ve Saf Olarak İzole 

Edildi 

Pankreatik adacıklar 10-12 haftalık diĢi Wistar türü sıçanlardan elde edildi. 

Ġzolasyon sonrasında kültüre alınan hücrelerin hepsinin pankreatik adacık olduğu 

mikroskop altında incelenerek belirlendi. Sıçan pankreasından izole edilen 

pankreatik adacıkların canlılık oranının belirlemesi amacıyla FDA/PI boyaması 

yapıldı. FDA (floresein diasetat), canlı hücreler tarafından hücre içine alındıktan 

sonra yeĢil floresan renk veren floresein bileĢiğine dönüĢtürülür. PI (propidyum 

iyodid) ise sadece ölü hücrelerin membranından geçebilen ve DNA‟ya bağlanarak 

kırmızı floresan renk veren bir bileĢiktir. Pankreatik adacıklar, FDA ve PI ile 

boyanarak floresan mikroskop altında incelendi ve adacıkların yüksek oranda canlı 

oldukları gözlendi (ġekil 4.1). 

 

 
 
Şekil 4.1.  Sıçan pankreatik adacıkları. Pankreatik adacıklar izole edildikten sonra FDA/PI 

boyamaları ile canlılık oranları belirlendi. (A) Pankreatik adacıklar genel anestezi 

altındaki 10-12 haftalık diĢi Wistar türü sıçanlardan elde edildi. (B) Liberaz (Roche) 

enziminin pankreas kanalından enjekte edilmesi yöntemiyle ĢiĢirilen pankreas, cerrahi 

olarak çevre dokulardan ayrıldı. (C) Histopak yoğunluk gradienti yöntemiyle izole edilen 

adacıklar, (D) mikroskop altında ayırt edilerek toplandı ve kültür ortamına alındı. (E) 

Elde edilen adacıkların ıĢık mikroskobu altındaki görüntüsü. (F) FDA ile boyanan canlı 

hücreler ultraviyole ıĢık altında yeĢil renkte görünmektedir. (G) PI ile boyanan ölü 

hücreler ultraviyole ıĢık altında kırmızı renkte görünmektedir (Bar uzunluğu 200 µm). 

Büyütme gücü 20X. 
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4.2.  İzole Edilen Pankreatik Adacıkları Oluşturan Hücreler, Enzimatik 

Olarak Ayrılarak Farklı Koşullarda Kültüre Edildi 

Sıçan pankreasından elde edilen adacıklar gece boyu kültürde tutulduktan 

sonra akutaz enzimi kullanılarak parçalandı ve tek hücre kültürü yapıldı. Adacık 

hücrelerinin parçalandıktan 48 saat sonra birbirlerine yaklaĢarak hücre kümeleri 

oluĢturma eğiliminde olduğu, 72 saat sonra ise tekrar bütün bir adacık görünümüne 

kavuĢtuğu gözlendi (ġekil 4.2). 

 

 
 
Şekil 4.2.  Primer adacık hücre kültürü. Pankreatik adacıkların enzimatik olarak dağıtılmasının 

ardından (24, 48, 72 saat) alınan görüntüler (Bar uzunluğu 100 µm). Büyütme gücü 40X. 

 

Kültür kabına çok zayıf bağlanan adacık hücrelerinin yüzeye tutunmalarını ve 

tek hücre halinde kalabilmelerini kolaylaĢtırmak amacıyla kültür kuyuları poli-L-

lizin (pLL) ile kaplandı ve dağıtılan adacık hücreleri bu kuyulara ekildi. pLL, 

polikatyonik özelliği nedeniyle katı yüzeylere kolayca tutunur ve polianyonik hücre 

yüzeyiyle etkileĢime girerek, hücrelerin yüzeye tutunmasına yardımcı olur. Hücre 

kültürü çalıĢmalarında hücrelerin kültür kabının yüzeyine yapıĢmalarını sağlamak 

amacıyla oldukça sık kullanılan bir ajandır. pLL kaplı kuyulara ekilen adacık 

hücrelerinin, ekimden 48 sonra hala tek hücre halinde kalabildikleri, bir araya gelme 

eğilimi göstermedikleri gözlendi (ġekil 4.3). pLL kaplı kuyularda hücrelerin yeniden 

bir araya gelememeleri, pLL‟nin hücrelerin doğal davranıĢlarını engellediğini 

göstermektedir. Ayrıca pLL‟nin hücreler ile sıkı bağlantılar kurduğu ve hücre 

proliferasyonu üzerine etkilerinin olabileceği yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir 

[99]. Ayrıca pLL‟nin düĢük konsantrasyonda hücre proliferasyonunu 

indükleyebildiği, yüksek konsantrasyonda ise hücreler için toksik olabileceği göz 

önüne alınarak, bu aĢamadan sonraki deneylerimizde pLL ile kaplama yöntemi 

kullanılmadı [100].  
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Şekil 4.3.  pLL kaplı kültür kaplarının kullanılması. pLL ile kaplı olan ve kaplı olmayan kültür 

kaplarında 48 saat büyütülen adacık hücreleri (Bar uzunluğu 100 µm). Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.3.  Tek Hücrelere Ayrılan Pankreatik Adacık Kültüründeki Farklı Hücre 

Popülasyonları Belirlendi 

Pankreatik adacıklar, insülin salınımı yapan beta hücreleri, glukagon salınımı 

yapan alfa hücreleri, somatostatin salgılayan delta hücreleri, pankreatik polipeptit 

salgılayan gama (PP) hücreleri ve ghrelin üreten epsilon hücrelerinden oluĢan karma 

bir hücreler kümesidir. Bütün olarak elde edilen adacıklar enzimatik olarak 

dağıtılarak kültür ortamında alındığında, kültür kabında birden fazla çeĢitte hücre 

bulunur. Elde ettiğimiz kültürlerde bulunan hücre gruplarının oranlarının 

belirlenmesi amacıyla adacıklar, spesifik antikorlar ile boyandı. Beta hücrelerini 

belirlemek amacıyla insülin antikoru, alfa hücrelerini belirlemek için glukagon 

antikoru ve fibroblast hücrelerini belirlemek amacıyla vimentin antikorları kullanıldı. 

Hücre çekirdekleri ise DAPI ile boyanarak belirlendi. Yapılan hücre sayımları 

sonucunda beta (insülin+), alfa (glukagon+), fibroblast (vimentin+) ve diğer 

hücrelerin (sadece DAPI+) oranları belirlendi (ġekil 4.4). Negatif kontrol olarak 

hücreler sadece sekonder antikor ile boyandı ve boyamaların hücreye spesifik olduğu 

belirlendi.  
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Şekil 4.4.  Adacık hücre kültüründeki hücre popülasyonları. Farklı antikor kombinasyonları ile 

boyanan primer adacık hücrelerinin sayısal analizi ile hücre kültüründeki oranları 

belirlendi (Bar uzunluğu 100 µm). Her boyama için n=4 kuyu kullanıldı ve ortalama 

yüzde oranları belirlendi. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.4.  sTRAIL Muamelesi Primer Adacık Hücre Kültüründe Apoptotik Etki 

Göstermedi 

TRAIL molekülünün kanser hücrelerinde apoptozu tetikleyerek hücre 

ölümüne neden olurken, sağlıklı hücrelerde apoptoza neden olmadığı bilinmektedir. 

Ayrıca TRAIL‟ın hem fare [84] hem de insan [86] pankreatik adacıklarında apoptoza 

neden olmadığı daha önceki çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızda TRAIL‟ın 

sıçan pankreatik hücre canlılığı üzerindeki etkilerini araĢtırmak üzere, primer adacık 

hücreleri 48 saatliğine farklı dozlarda (0, 1, 10 ng/ml) sTRAIL ile muamele edildi. 

Süre sonunda apoptotik hücre ölümleri Annexin V/Propidyum Iyodid ikili 

boyamaları ile belirlendi (ġekil 4.5A). Kullanılan bu yöntem Annexin V 

molekülünün hücre membranında yer alan fosfatidilserinlere bağlanabilme özelliğine 

dayanmaktadır. Normal hücrelerde, membran lipidlerinin bir çeĢidi olan 

fosfatidilserin molekülleri hücre zarının sitoplazmik yüzeyinde yer alırlar. Hücrenin 

apoptoza gitmesi durumunda ise, fosfatidilserinler hücre zarının iç yüzeyinden dıĢ 

yüzeyine geçerler ve böylece Annexin V ile kolayca bağlanırlar. Bu yer değiĢtirme, 

hücre membran bütünlüğünün bozulmadığı apoptozun erken dönemlerinde 

gerçekleĢir. Annexin V yeĢil floresan özellikteki FITC molekülü ile iĢaretli olduğu 
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için, apoptoza giden hücreler yeĢil renkte görünürler. Nekrotik hücrelerin 

yüzeylerinde de Annexin V bağlanması olabileceği için, yapılan propidyum iyodid 

boyaması ile nekrotik hücreler apoptotik hücrelerden ayrılırlar. TRAIL‟ın primer 

beta hücreler üzerindeki apoptotik etkisini gözlemek için, sadece yeĢil olan hücreler 

yani erken apoptotik hücreler değerlendirildi. TRAIL muamelesi yapılmayan grupta 

(%2 serumlu besiyeri) apoptotik hücre oranı %29,6±8,2 bulunurken, kontrol grubu 

olarak kullanılan %15 serumlu grupta bu oran %24,5±5,3 bulundu. TRAIL‟ın düĢük 

dozda (1 ng/ml, %28,9±3,1) ve yüksek dozda (10 ng/ml, %27,2±2,8) verildiği 

gruplarda ise apoptoz oranında artıĢ olmadığı gözlendi (ġekil 4.5B).  

 

 
 
Şekil 4.5.  Primer adacık hücrelerinde apoptoz oranları. (A) Primer adacık hücreleri 48 saat süreyle 

farklı dozlarda (0, 1, 10 ng/ml) sTRAIL ile muamele sonrasında Annexin V (yeĢil) ve 

propidyum iyodid (kırmızı) boyaları ile boyandı (Bar uzunluğu 50 µm). (B) Boyama 

sonrasında değerlendirilen grupların apoptotik hücre oranları grafikte gösterilmektedir. 

Her grup için n=4 kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez tekrarlanmıĢtır. Değerler ortalama 

yüzde oranı ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. P > 0,05. Büyütme gücü 40X. 

 

 TRAIL‟ın primer pankreatik hücreler üzerinde apoptozu tetiklemediğini teyit 

etmek amacıyla hücrelere FDA/PI ile ikili boyama uygulandı ve ölü hücre sayısının 

(tüm kırmızı hücreler), canlı hücre sayısına (sadece yeĢil hücreler) oranlanması ile 

ölü hücre yüzdesi belirlendi (ġekil 4.6). TRAIL ile muamele edilen gruplarda ölü 
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hücre oranının, TRAIL ile muamele edilmeyen kontrol grubuna (0 ng/ml) göre 

artmadığı, aksine azalma eğiliminde olduğu gözlendi. Özellikle 1 ng/ml sTRAIL 

muamelesi sonrasında ölü hücre oranının %15 serumla muamele edilen gruptaki ölü 

hücre oranına yaklaĢtığı belirlendi.  
 

 
 

 

Şekil 4.6.  Primer adacık hücrelerinde ölü hücre oranları. (A) Primer adacık hücreleri 48 saat süreyle 

farklı dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) sTRAIL ile muamele sonrasında FDA (yeĢil) ve 

propidyum iyodid (kırmızı) boyaları ile boyandı (Bar uzunluğu 100 µm). (B) Boyama 

sonrasında tüm kırmızı hücre sayısının sadece yeĢil hücre sayısına bölünmesiyle elde 

edilen ölü hücre oranları grafikte gösterilmektedir. Her grup için toplam ortalama 2500 

hücre sayıldı ve n=1 kuyu kullanıldı. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.5.  sTRAIL Muamelesi Primer Adacık Hücre Kültüründe Hücre Canlılığını 

ve Proliferasyonunu Artırıcı Etki Gösterdi 

TRAIL molekülünün kanser dıĢındaki sağlıklı bazı hücreler üzerinde 

proliferasyonu tetikleyici etkisi gösterilmiĢtir. Örneğin TRAIL‟ın vasküler endotel 

hücrelerde ve vasküler düz kas hücrelerinde proliferasyonu indüklediği gözlenmiĢtir. 

Pankreatik beta hücrelerinde TRAIL‟ın hücre çoğalması üzerine etkisi olup 

olmadığını belirlemek amacıyla, 48 saat TRAIL molekülü ile muamele edilen 

pankreatik adacık hücrelerine canlılık ve proliferasyon testi olarak bilinen WST-1 

testi uygulandı. WST-1, canlı hücrelerde bulunan mitokondriyel dehidrogenazlar 

tarafından renkli formazan molekülüne dönüĢtürülür. OluĢan ürün miktarı, hücre 
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sayısına ve hücrenin metabolik aktivitesine bağlı olarak artar. TRAIL ile 48 saat 

muamele edilen hücrelerin canlılık/proliferasyon testi sonucunda, düĢük doz TRAIL 

muamelesinin (1 ng/ml) hücre canlılığını/proliferasyonunu artırma eğiliminde olduğu 

bulundu. Pozitif kontrol olarak kullanılan %15 serum ile muamele edilen grupta 

hücre canlılığı/proliferasyonu TRAIL ile muamele edilmeyen gruba (0 ng/ml) göre 

anlamlı bir artıĢ gösterdi (ġekil 4.7).       

 

 
 

Şekil 4.7.  Primer adacık hücrelerinin canlılık/proliferasyon grafiği. sTRAIL ile 48 saat muamele 

edilen primer adacık hücrelerinin canlılık/proliferasyon değiĢimi WST-1 testi ile 

belirlendi. DüĢük doz sTRAIL (1 ng/ml) uygulanan grupta proliferasyonda artma eğilimi 

gözlendi. Her grup için n=4 kuyu kullanılmıĢ ve deney üç kez tekrarlanmıĢtır. Değerler 

ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P < 0,05. 

 

 

WST-1 testinden elde edilen sonuçlar, primer adacık hücre kültüründe 

bulunan tüm hücre grupları üzerindeki etkiyi yansıtmıĢtır. OluĢturduğumuz primer 

kültürün büyük bir kısmı beta hücrelerinden oluĢmasına rağmen, kültürdeki hücre 

kitlesinin yaklaĢık dörtte biri, adacıklardaki diğer hücre tiplerini temsil etmektedir. 

TRAIL‟ın pankreatik beta hücrelerine özgü olarak proliferasyonu tetikleyici etkisinin 

olup olmadığının araĢtırılması için, proliferasyon belirteci olarak bilinen ve sadece 

çoğalan hücrelerde sentezlenen Ki67 proteini ile insülin ikili boyamasından 

yararlanıldı. sTRAIL molekülü ile 48 saat muamele edilen pankreatik adacık hücre 

kültürlerine Ki67 ve insülin boyamalarının yanısıra, hücre çekirdeklerinin boyanması 

için DAPI uygulandı (ġekil 4.8A). Hem insülin hem de Ki67 ile iĢaretlenen hücreler 

sayılarak, tüm insülin iĢaretli hücre sayısına bölündü ve beta hücre proliferasyon 

yüzdesi belirlendi (ġekil 4.8B). Bu sonuçlara göre; TRAIL ile muamele edilmeyen 

kontrol grubunda %1,06±0,18, düĢük doz TRAIL (1 ng/ml) ile muamele edilen 

grupta %1,56±0,15, yüksek doz TRAIL (10 ng/ml) ile muamele edilen grupta 

%1,13±0,07, pozitif kontrol olarak %15 serum verilen grupta ise %2,98±0,65 beta 

hücre proliferasyonu olduğu gözlendi. Ġstatistiksel olarak düĢük doz TRAIL 

uygulamasının beta hücre proliferasyonunu anlamlı derece artırdığı bulundu 

(p<0,05). 
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Şekil 4.8.  Primer adacık beta hücrelerinin proliferasyon oranı. (A) Primer adacık hücre kültürlerine 

Ki67 (kırmızı) ve insülin (yeĢil) antikorları ile ikili boyama yapıldı. Hücre çekirdekleri 

DAPI ile mavi renkte görülmektedir (Bar uzunluğu 50 µm). (B) Farklı dozlarda sTRAIL 

ile muamele edilen adacık hücre kültürlerindeki beta hücre proliferasyon yüzdesi grafikte 

gösterilmektedir. Her grup için n=4 kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez tekrarlanmıĢtır. 

Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P< 0,05. Büyütme gücü 40X. 
 

 

4.6.  Adacık Hücre Kültüründeki Hücrelerde TRAIL Sentezinin Olduğu 

Gösterildi 

 Primer sıçan adacık hücrelerinin TRAIL ile boyanması sonucunda, beta ve 

alfa hücrelerinin sitoplazmasında TRAIL sentezinin olduğu gözlendi (ġekil 4.9A ve 

4.9B). Fibroblast hücrelerinde ise düĢük oranda TRAIL sentezi olduğu, ya da hiç 

olmadığı belirlendi (ġekil 4.9C). TRAIL boyamasının spesifik olup olmadığını tespit 

etmek için beta hücreleri TRAIL geni taĢıyan adenoviral vektörlerle transdükte 

edildikten sonra hem floresan hem de DAB yöntemiyle boyandı ve hücre 

sitoplazmasında güçlü TRAIL boyamasının olduğu gözlendi (ġekil 4.14). Ġnsülin ve 

glukagon boyamalarıyla üst üste gelen TRAIL boyaması, primer adacık hücre 

kültüründeki beta ve alfa hücrelerinin sitoplazmasında TRAIL sentezinin olduğunu 

göstermektedir. 
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Şekil 4.9.  Primer adacık hücrelerindeki TRAIL sentezi. (A) Primer sıçan adacık hücre kültüründe 

insülin(+) olan beta hücrelerinin (yeĢil), aynı zamanda TRAIL(+) olduğu (kırmızı) 

görülmektedir. (B) Glukagon(+) olan alfa hücrelerinin de (yeĢil), TRAIL(+) (kırmızı) 

olduğu görülmektedir. (C) Vimentin(+) hücrelerde (kırmızı) ise TRAIL boyaması 

görülmemektedir. Hücre çekirdekleri DAPI ile mavi renkte boyanmıĢtır. Her bir resmin 

sol alt köĢesinde, okla gösterilen hücrelerin büyütülmüĢ resimleri yer almaktadır. (Bar 

uzunluğu 100 µm). Büyütme gücü 40X. 
 

 

4.7.  sTRAIL Uygulaması, Min6 Hücre Hattında Hücre Canlılığını Artıcı Etki 

Gösterdi 

Sıçan primer adacık hücre kültüründe sTRAIL molekülünün proliferatif 

etkisinin gösterilmesi üzerine, bu etkinin sıçan primer beta hücrelerine spesifik olup 

olmadığını test etmek amacıyla fare beta hücreleri kullanıldı. Bu amaçla TRAIL‟ın 

proliferatif etkisi fare beta hücre hattı olan Min6 hücrelerinde test edildi. Min6 

hücreleri beĢ farklı dozda sTRAIL ile (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) 48 saat muamele 

edildi. Mikroskop altında resimleri çekilen Min6 hücrelerinin morfolojik açıdan 

değiĢmediği belirlendi. Hücre canlılığını ve proliferasyonu belirlemek amacıyla MTT 

testi uygulandı. MTT, primer hücre kültüründe kullanılan WST-1 testi ile aynı temele 

sahip olan ve hücrelerin canlılığı/proliferasyonu hakkında bilgi veren bir testtir. 

Uygulanan MTT testinin sonucunda, 1, 10 ve 100 ng/ml sTRAIL uygulanan 

grupların hücre canlılığında anlamlı bir artıĢ gözlendi (ġekil 4.10).   
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Şekil 4.10.  sTRAIL‟ın Min6 beta hücreleri üzerindeki etkisi. (A) Farklı dozlarda sTRAIL molekülü 

eklenen Min6 beta hücrelerinin morfolojilerinde bir değiĢim gözlenmedi. (B) sTRAIL 

muamelesi (1, 10 ve 100 ng/ml) Min6 hücrelerinde hücre canlılığını anlamlı derece 

artırdı. Her grup için n=6 kuyu kullanılmıĢ ve deney üç kez tekrarlanmıĢtır. Değerler 

ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. ** P < 0,01, *** P < 0,001. Bar uzunluğu 100 

µm. Büyütme gücü 40X. 

 

sTRAIL muamelesi ile hücre canlılığının artması üzerine, Min6 hücrelerinde 

iki farklı süre daha test edildi. Bu amaçla yine beĢ farklı sTRAIL dozu (0, 0.1, 1, 10, 

100 ng/ml)  ile 24, 48 ve 72 saat sTRAIL muamelesi yapıldı. Her bir sürenin sonunda 

MTT testi uygulandı ve en yüksek canlılık oranının 48. saatte olduğu görüldü. 

Muhtemelen hücrelerin aĢırı çoğalması ve besiyerinin değiĢmemesi gibi faktörlerin 

etkisi ile 72. saatte hücre canlılığı bir önceki zaman dilimine göre azalmıĢtır (ġekil 

4.11).  
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Şekil 4.11.  Min6 beta hücrelerinin canlılık/proliferasyon oranı. Min6 beta hücre kültürü farklı 

dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) ve farklı sürelerle (24, 48 ve 72 saat) sTRAIL 

molekülü ile muamele edildi. MTT testi sonunda elde edilen hücre canlılık grafiği 

gösterilmektedir. Her grup için n=6 kuyu kullanılmıĢ ve deney üç kez tekrarlanmıĢtır. 

Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0,001. 

 

TRAIL‟ın Min6 beta hücre hattı üzerindeki proliferasyonu artırıcı etkisi Ki67 

ve DAPI boyaması yapılarak teyit edildi (ġekil 4.12A). Ki67 ile iĢaretlenen hücreler 

sayılarak, tüm DAPI iĢaretli hücrelerin sayısına bölündü ve Min6 beta hücre 

proliferasyon yüzdesi belirlendi (ġekil 4.12B) . Bu sonuçlar MTT testinde gözlenen 

sonuçlar ile benzerlik gösterdi. sTRAIL ile 48 saat muamele edilen Min6 

hücrelerinde, özellikle 10 ng/ml sTRAIL dozunun hücre proliferasyonunu artırdığı 

gözlendi. 
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Şekil 4.12.  sTRAIL‟ın Min6 hücre proliferasyonu üzerine etkisi. (A) Min6 beta hücreleri 48 saat 

süreyle farklı dozlarda sTRAIL molekülü ile muamele edildikten sonra Ki67 antikoru 

(kırmızı) ve DAPI (mavi) ile iĢaretlendi. (B) Farklı dozlarda sTRAIL ile muamele edilen 

Min6 hücrelerinin proliferasyon yüzdesi grafikte gösterilmektedir. Her grup için n=6 

kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez tekrarlanmıĢtır. Değerler ortalama ± SEM olarak ifade 

edilmiĢtir. * P< 0,05, ** P< 0,01. Bar uzunluğu 100 µm. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.8.  sTRAIL Uygulaması, Kontrol Olarak Kullanılan A549 Hücre Hattında 

Toksik Etki Gösterdi 

TRAIL molekülünün birçok kanser hücrelerinde apoptotik etkisi 

bilinmektedir. Kullandığımız sTRAIL rekombinant proteininin etkinliği teyit etmek 

ve deney sisteminin düzgün çalıĢtığını göstermek amacıyla kontrol amaçlı olarak, 

A549 akciğer kanser hücre hattı kullanılarak MTT testi uygulandı. Min6 beta hücre 

hattında olduğu gibi, A549 hücrelerine de beĢ farklı TRAIL dozu (0, 0.1, 1, 10, 100 

ng/ml) 48 saat süreyle uygulandı. Süre sonunda mikroskop altında hücre 

morfolojileri incelendi ve özellikle yüksek doz sTRAIL uygulanan gruplarda 

apoptotik hücrelerin sayısında artma, sağlıklı tutunan hücrelerin sayısında ise azalma 

gözlendi. Yapılan MTT testi sonucunda da, verilen sTRAIL dozlarının, özellikle 1, 
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10 ve 100 ng/ml sTRAIL‟ın A549 hücreleri üzerinde sitotoksik etki yarattığı 

belirlendi (ġekil 4.13). 

 

 
 

Şekil 4.13.  A549 hücrelerinin sTRAIL ile muamele edilmesi. (A) A549 akciğer kanser hücrelerinin 

beĢ farklı sTRAIL ile 48 saat muamele edilmesinin ardından hücre morfolojilerinde 

gözlenen değiĢiklikler. (B) MTT testi sonucunda elde edilen hücre canlılığı grafiği. Her 

grup için n=6 kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez tekrarlanmıĢtır. Değerler ortalama ± 

SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001. Bar uzunluğu 100 

µm. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.9.  TRAIL Geni Adenoviral Vektörler Aracılığıyla Hücrelere Aktarılarak 

Hücre İçindeki TRAIL Sentezi Artırıldı 

 Hücrelere dıĢarıdan rekombinant protein verilerek gerçekleĢtirilen sTRAIL 

uygulamasının yanı sıra, hücrelerin TRAIL sentezi yapması sağlanarak, artan TRAIL 

sentezinin hücre canlılığı üzerindeki etkisi test edildi. Öncelikle Min6 ve A549 

hücreleri TRAIL geni taĢıyan adenoviral vektörlerle (5 µl/ml AdTRAIL) enfekte 

edildi ve gen aktarımının gerçekleĢtiğinin gösterilmesi amacıyla transdüksiyondan 48 

saat sonra hücreler TRAIL antikoru ile boyandı. Hem floresan (ġekil 4.14A) hem de 

HRP (ġekil 4.14B) iĢaretli sekonder antikorlar kullanılarak yapılan boyamalar 

sonucunda, Min6 ve A549 hücrelerinde AdTRAIL ile transdüksiyon sonrasında 

TRAIL sentezinin arttığı gösterildi. 
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Şekil 4.14.  Hücrelerdeki TRAIL sentezi. TRAIL geni taĢıyan adenoviral vektörlerle transdükte 

edilen ve edilmeyen Min6 (üst sıra) ve A549 (alt sıra) hücre hatları TRAIL antikoru 

kullanılarak boyandı. (A) Immünofloresan boyama yapılan hücrelerde AdTRAIL 

transdüksiyonu sonrasında TRAIL sentezinin (kırmızı) arttığı görülmektedir (hücre 

çekirdeği DAPI ile maviye boyandı). (B) Ġmmünositokimyasal olarak boyanan 

hücrelerde yine AdTRAIL ile transdüksiyon sonrasında TRAIL sentezinde (kahverengi) 

artıĢ olduğu teyit edilmiĢtir (hücre çekirdeği hematoksilenle mor renge boyandı).  

Kontrol (0 µl/ml AdTRAIL), AdTRAIL transdüksiyonu (5 µl/ml AdTRAIL). Bar 

uzunluğu 100 µm. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.10.  TRAIL Geni Kodlayan Adenoviral Vektörler Aracılığıyla TRAIL 

Sentezi Artırılan Min6 Hücrelerinde Hücre Canlılığı/Proliferasyonunda 

Artış Gözlendi 

Adenoviral vektörler aracılığıyla hücrelerde artan TRAIL sentezinin hücre 

canlılığına etkisinin araĢtırılması amacıyla, Min6 hücreleri altı farklı dozda (0, 0.25, 

0.5, 1, 2, 5 µl/ml) AdTRAIL ile (0, 125, 250, 500, 1250, 2500 MOI) transdükte 

edildi. Transdüksiyon sonrasında transgenin ifade edilmesi ve etkisini göstermesi 

amacıyla 48 saat beklendi ve süre sonunda Min6 hücreleri toplanarak hücre lizatı 

elde edildi. Toplanan hücre lizatları ile yapılan Western Blot sonucunda Min6 

hücrelerinde AdTRAIL miktarı arttıkça hücrelerde sentezlenen TRAIL miktarının da 

arttığı görüldü (ġekil 4.15). TRAIL geni aktarılan Min6 hücrelerine MTT 

uygulandığında, 0.5, 1, ve 2 µl/ml AdTRAIL transdüksiyonu yapılan gruplarda hücre 

canlılığının anlamlı derecede arttığı, 5 µl/ml AdTRAIL transdüksiyonunun ise 

hücrelerde sitotoksik etkiye neden olduğu görüldü (ġekil 4.16).   
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Şekil 4.15. TRAIL gen aktarımı sonrasında Min6 hücrelerindeki TRAIL sentezi. AdTRAIL ile 

enfekte edilen Min6 hücrelerinde verilen virüs dozu arttıkça, hücre içinde sentezlenen 

TRAIL miktarı da artmaktadır.  

 

 

 
Şekil 4.16. TRAIL gen aktarımının Min6 hücreleri üzerindeki etkisi. MTT testi sonucunda AdTRAIL 

vektörü ile artan dozlarda enfekte edilen Min6 hücrelerinin hücre canlılığında da artıĢ 

olduğu gösterilmektedir. Her grup için n=6 kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez 

tekrarlanmıĢtır. Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P < 0,05, ** P < 0,01, 

*** P< 0,001. 

 

 

4.11.  Adenoviral Vektörler Aracılığıyla TRAIL Sentezi Artırılan A549 

Hücrelerinde Hücre Canlılığı/Proliferasyonu Azaldı 

Adenoviral vektörlerle Min6 hücrelerine aktarılan TRAIL geninin hücre 

içerisindeki etkinliğinin test edilmesi amacıyla kontrol grubu olarak A549 hücreleri 

kullanıldı. A549 hücreleri altı farklı dozda (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5 µl/ml) AdTRAIL ile 

enfekte edildi ve transdüksiyonunun 48.saatinde hücrelerin morfolojileri mikroskop 

altında incelendi. Transdüksiyon yapılan hücrelerde hücre sayısının belirgin oranda 

azaldığı ve apoptotik hücre sayısının arttığı gözlendi (ġekil 4.17A). Kantitatif 

değerlendirme amacıyla yapılan MTT testi sonucunda, AdTRAIL ile enfekte edilen 
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tüm gruplarda hücre canlılığının anlamlı derecede azaldığı gözlendi. Hücrelere 

verilen virüs dozu arttıkça, sitotoksik etkinin de arttığı gözlendi (ġekil 4.17B).   

 

 
 

Şekil 4.17. AdTRAIL transdüksiyonunun A549 hücreleri üzerindeki etkileri. (A) AdTRAIL vektörü 

ile artan dozlarda enfekte edilen A549 hücreleri mikroskop altında incelendiğinde belirgin 

bir sitotoksik etki görüldü. (B) MTT testi uygulanan hücrelerin hücre canlılığı grafiği 

gösterilmiĢtir. Her grup için n=6 kuyu kullanılmıĢ ve deney iki kez tekrarlanmıĢtır. 

Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiĢtir. * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001. 

Bar uzunluğu 100 µm. Büyütme gücü 40X. 

 

 

4.12.  sTRAIL ile Muamele Edilen Min6 Hücrelerindeki TRAIL ve Reseptör 

Sentezleri Belirlendi 

 Farklı dozlarda 48 saat sTRAIL ile muamele edilen Min6 fare beta 

hücrelerindeki TRAIL ve reseptör sentez oranları Western Blot yöntemi ile belirlendi 

(ġekil 4.18). Min6 hücrelerinde TRAIL sentezinin olduğu ve sTRAIL muamelesi ile 

değiĢmediği görüldü. Diğer taraftan DR5 reseptör sentezi sTRAIL muamelesi ile 

doza bağlı olarak giderek azalmakta iken diğer reseptörlerin (DcR1 ve DcR2) 

sentezinde değiĢim olmadığı belirlendi.   
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Şekil 4.18. Min6 hücrelerindeki TRAIL ve reseptör sentezi. Farklı dozlarda sTRAIL ile 48 saat 

muamele edilen Min6 hücrelerindeki TRAIL, DR5, DcR1 ve DcR2 sentezleri Western 

Blot yöntemi ile gösterildi. Yükleme kontrolü olarak β-aktin kullanılmıĢtır. 

 

 

4.13.  sTRAIL, ERK, p38 ve Akt Üzerinden Min6 Hücrelerinde Proliferasyon 

Sağlıyor Olabilir 

TRAIL‟ın hücre yüzeyinde reseptörüne bağlanmasını takiben, hücre içinde 

ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38/MAPK ve Akt gibi güçlü hücre 

proliferasyon tetikleyici kinazların aktive olabildiği bilinmektedir. TRAIL 

molekülünün Min6 hücrelerinde proliferasyonu artırırken kullandığı mekanizmanın 

aydınlatılması amacıyla, hücre içinde aktive olabileceği düĢünülen ERK, p38 ve 

AKT‟nin fosforilasyon düzeyleri araĢtırıldı. ERK1/2 aktivasyonu için 

Thr202/Tyr204 fosforilasyon bölgelerini tanıyan, p38/MAPK aktivasyonu için 

Thr180/Tyr182 fosforilasyon bölgelerini tanıyan ve Akt aktivasyonu için Ser473 

fosforilasyonunu tanıyan antikorlar kullanıldı. Min6 hücrelerinde en yüksek 

proliferasyonun gözlendiği doz (10 ng/ml) daha önceki deneylerle belirlenmiĢti. 

Min6 hücreleri 10 ng/ml sTRAIL ile farklı sürlerde (0, 5, 15, 30, 60 dakika) 

muamele edildiğinde sTRAIL uygulamasının ardından 15. dakikada ERK‟nin 

fosforilasyon düzeyinde artıĢ tespit edildi (ġekil 4.19A). Kontrol amaçlı beta 

hücrelerinde ERK fosforilasyonunu artırdığı bilinen glukoz muamelesi yapıldı ve 

Min6 hücrelerinde 25 mM glukoz muamelesinin ERK fosforilasyon düzeyini 

artırdığı gösterildi (ġekil 4.19B). 
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Şekil 4.19.  sTRAIL muamelesinin ERK fosforilasyonu üzerine etkisi. (A) 10 ng/ml sTRAIL ve (B) 

kontrol amaçlı 25 mM glukoz ile muamele edilen Min6 hücrelerinde ERK fosforilasyon 

düzeyleri Western Blot yöntemi ile araĢtırıldı ve ERK fosforilasyonunda artıĢ gözlendi.  

 

sTRAIL ile muamele edilen Min6 hücrelerinde ERK fosforilasyonun yanısıra 

p38 ve Akt fosforilasyonu da Western Blot yöntemi ile tayin edildi. sTRAIL (10 

ng/ml) ile muamele edilen Min6 hücrelerin p38 ve Akt fosforilasyon düzeylerinde 

artıĢ olduğu gösterildi (ġekil 4.20). 
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Şekil 4.20.  sTRAIL muamelesinin p38 ve Akt fosforilasyonu üzerine etkisi. 10 ng/ml sTRAIL ile 

muamele edilen Min6 hücrelerinde (A) p38 ve (B) Akt fosforilasyon düzeylerinin 

Western Blot yöntemiyle tayini. 
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TARTIŞMA  

 

 

 

Ġnsülin üreten pankreatik beta hücre kitlesi, hem Tip 1 Diyabet (T1D) hem de 

Tip 2 Diyabet‟te (T2D) giderek azalarak hastalık geliĢimine katkıda bulunur. Bu 

nedenle, fonksiyonel beta hücre kitlesini artırmaya yönelik yeni/tamamlayıcı tedavi 

yaklaĢımlarının geliĢtirilebilmesi, her iki tip diyabet için de fayda sağlayıcı olacaktır.  

 

Ġmmun sistemin önemli komponentlerinden biri olan TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand (TRAIL), TNF-alfa ve FasL‟a olan homolojisinden dolayı, bir 

apoptotik ligand olarak tanımlanmıĢtır. Malign hücrelerde güçlü bir apoptoz 

indükleyicisi olarak bilinen TRAIL‟ın normal hücre fizyolojisindeki rolü ise henüz 

tam olarak bilinmemektedir. TRAIL‟ın indüklediği sinyal yolları aydınlatıldıkça, bu 

molekülün ilk keĢfedildiğinde düĢünülenden daha farklı fonksiyonları olabileceği 

görülmüĢtür. Bu alanda yapılan çalıĢmalar, TRAIL‟ın apoptozun yanı sıra, farklı 

hücrelerde sağ kalımı, proliferasyonu ve farklılaĢmayı tetikleyebileceğini 

göstermiĢtir. TRAIL‟ın, diyabetin geliĢim mekanizmasında da önemli rolü 

olabileceği birçok farklı çalıĢma ile gösterilmiĢ, ancak bu rol henüz tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Ancak, elde edilen bulgular, TRAIL eksikliğinin T1D gibi 

otoimmün hastalıkların geliĢimini hızlandırdığı yönündedir ve T2D gibi inflamasyon 

ile tetiklendiği düĢünülen bozuklukların geliĢiminde de önemli rol oynayabileceğini 

akla getirmektedir. Bu fonksiyonların pankreatik adacıklarla ne derece 

iliĢkilendirilebileceği, yapılacak ileri çalıĢmalarla ortaya çıkabilecektir. Genel olarak 

TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri üzerinde koruyucu rol gösterdiği düĢünülüyor 

olsa da, bu molekülün beta hücreleri üzerindeki etkisi tam olarak aydınlatılmamıĢtır. 

TRAIL‟ın vasküler endotel hücrelerde [64], vasküler düz kas hücrelerinde [82] ve 

romatoid artrit sinoviyal fibroblast hücrelerinde [65] koruyucu etki gösterdiği, 

sağkalımı indüklediği, bu etkisi yanında bu hücrelerin proliferasyonunu da 

tetikleyebildiği gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızda, TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri 

üzerindeki biyolojik etkisinin tanımlanması ve olası proliferatif etkisinin gösterilmesi 

hedeflendi. 

 

Bu hedefimiz doğrultusunda, pankreatik beta hücresi olarak, sıçanlardan elde 

ettiğimiz pankreatik adacıklarda mevcut olan beta hücreleri ve Min6 fare insulinoma 

hücre hattı kullanıldı (ġekil 4.1). Pankreatik adacıklar ya da “Langerhans adacıkları”, 

beta hücrelerinin çoğunlukta bulunduğu endokrin hücre kümeleridir ve morfolojileri 

türler arası farklılık gösterir [101]. Örneğin insan adacıklarında endokrin hücreler 

heterojen bir dağılım gösterirken, kemirgen adacıklarında alfa hücreleri çoğunlukta 

olmak üzere, beta hücresi dıĢındaki hücreler genellikle adacığın dıĢ çevresinde, beta 

hücreleri ise merkezinde yer alır. Böyle bir yapıya sahip olan sıçan Langerhans 

adacıkları bütün olarak kullanıldığında, etkisi test edilmek istenen molekülün, 

küresel yapıdaki adacığın dıĢ kısmında konumlanmıĢ olan beta hücresi dıĢındaki 
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diğer hücrelerle, özellikle alfa hücreleri ile etkileĢime geçmesi daha muhtemeldir. 

Uyguladığımız çözülebilir TRAIL (sTRAIL) molekülü adacığın içine nüfuz 

edemeyeceğinden, hedeflediğimiz beta hücrelerine ulaĢabilmek için pankreatik 

adacıklar enzimatik olarak dağıtılarak primer hücre kültürü kuruldu (ġekil 4.2). 

Pankreatik adacıklarda enzimatik yolla dağıtılan hücreler, sonrasında tekrar bir araya 

gelerek yine dıĢta beta hücresi dıĢındaki hücreler ve merkezde beta hücreleri yer 

almak üzere yeniden organize olma eğilimindedir [102]. ÇalıĢmamızda kurulan tek 

hücre kültürlerinde de adacıkların tek hücreye ayrıldıktan sonra tekrar bir araya 

gelme eğiliminde oldukları görüldü. Ancak, TRAIL uygulamaları, dağıtılan adacık 

hücrelerinin biraraya gelmeleri için gereken süre bitmeden tamamlanmıĢtır.   

 

 Pankreatik adacıkların dağıtılmasıyla tek düĢen hücreler kültür kabının 

yüzeyine çok zayıf tutunurlar [103]. Tutunmanın güçlü olması amacıyla kültür 

kabının yüzeyinin katyonik özellikteki poli-L-lizin (pLL) ile kaplanması sıklıkla 

uygulanan bir yöntemdir [104]. ÇalıĢmamızda pLL ile kaplanan kuyularda, dağılan 

adacık hücrelerinin, muhtemelen pLL‟in tutucu etkisinden dolayı yeniden bir araya 

gelmedikleri gözlendi (ġekil 4.3). Ayrıca, daha önce RIN-5F beta hücreleriyle 

yapılan bir çalıĢmada, pLL‟nin beta hücreleriyle güçlü bağlantılar kurduğu ve 

pLL‟nin beta hücrelerinde proliferasyonu artırıcı etkilerinin olduğu gösterilmiĢtir 

[99]. Dolayısıyla çalıĢmamızda kullanılan primer adacık hücreleri, pLL gibi bir dıĢ 

etkenin olmadığı ortamda, kendi doğal süreçlerinde TRAIL ile muamele edildi. Yine 

adacık beta hücreleri, doğal ortamlarının bozulmaması ve proliferasyon açısından in 

vivo metabolik özelliklerinin korunması amacıyla alfa, delta ve PP hücreleri gibi 

adacıklarda yer alan beta hücresi dıĢındaki diğer hücrelerle birlikte kültüre edildi. 

Kültürün hücre kompozisyonu belirlendiğinde büyük çoğunluğunun beta hücreleri 

olduğu, diğer hücrelerin ise tüm hücrelerin yaklaĢık dörtte birini oluĢturduğu 

gösterildi (ġekil 4.4).  

 

 TRAIL‟ın pankreatik beta hücrelerindeki biyolojik etkisinin gösterilmesi 

amacıyla primer adacık hücre kültürüne farklı dozlarda TRAIL eklendiğinde, 

hücrelerde apoptoz oranında artıĢ olmadığı, aksine sağkalım ve proliferasyonda artıĢ 

olduğu görüldü (ġekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). Bu durum, primer sıçan pankreatik adacık 

hücre kültürünün TRAIL aracılı apoptoza dirençli olduğuna iĢaret etmektedir. 

Nitekim, daha önce farklı adacık primer hücre kültürlerinde yapılan çalıĢmalar da 

bulgularımızı destekler niteliktedir. Örneğin Ou ve ekibi tarafından yapılan bir 

çalıĢmada, TRAIL ile muamele edilen primer insan adacık hücrelerinin apoptoza 

dirençli olduğu gösterilmiĢtir [86]. Daha sonra Mi ve ekibi tarafından gerçekleĢtirilen 

baĢka bir çalıĢmada ise, NOD farelerden izole edilen pankreatik adacıklar farklı 

dozlarda (25, 50, 100 ng/ml) TRAIL ile muamele edildiğinde, TNFα ve IFNγ‟nın 

aksine, apoptoz indüklenmemiĢtir; bunun yanında, Min6 hücrelerinde de TRAIL‟ın 

apoptotik etkisine rastlanmamıĢtır [84]. TRAIL uygulaması sonrası özellikle 

pankreatik beta hücrelerine spesifik insülin ve Ki67 proliferasyon marker‟ı ile ikili 

boyamalar sonucunda, TRAIL‟ın bu hücrelerde proliferasyonu yaklaĢık 1,5 kat 

artırdığını gözledik (ġekil 4.8). Bulgularımızın bu anlamda literatüre önemli katkı 

sağlayacağını düĢünüyoruz. TRAIL‟ın primer beta hücrelerindeki proliferatif etkisi, 

çalıĢmamızda özellikle düĢük doz (1 ng/ml) TRAIL uygulandığında gözlenmiĢtir. 

Kavurma ve ekibi tarafından, vasküler düz kas hücrelerinde sadece düĢük doz 
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TRAIL‟ın (0,1-1 ng/ml) proliferasyonu tetikleyebildiği, daha yüksek dozlarda 

uygulanan TRAIL‟ın (10-400 ng/ml) proliferasyonu indüklemediğinin gösterilmesi, 

bulgularımızı desteklemektedir [83]. Yazarlar bu durumu, düĢük TRAIL dozunun, 

hücre içinde lipid raft oluĢturmayarak apoptotik olmayan yolağı aktive edebileceğini, 

yüksek TRAIL dozunun ise hücre içinde lipid raft oluĢturarak apoptotik sinyal 

yolağını aktive edebileceğini söyleyerek açıklamıĢlardır. Yine de TRAIL‟ın bu 

bifazik etkisi hala açıklığa kavuĢmamıĢtır. 

 

 TRAIL‟ın primer sıçan beta hücrelerinde gözlediğimiz etkilerinin sıçanlara 

özgü olma ihtimalini dıĢlamak için, TRAIL‟ın etkisi Min6 fare beta hücre hattında da 

test edildi. Bu sayede, sadece beta hücrelerinden oluĢan bir hücre kitlesi üzerinde de 

uygulamalar gerçekleĢtirildi. Min6 hücreleri, farede pankreatik beta hücrelerinde SV-

40 large T-antijeninin sentez edilmesi ile oluĢturulmuĢ, glukoza duyarlı insulin 

salınımı yapabilen hücre hatlarıdır. Bu hücrelerin farklı dozlarda sTRAIL ile 

muamele edilmesi sonucunda yine proliferasyon oranında artıĢ gözlenmesi, 

TRAIL‟ın etkisinin sadece sıçan primer beta hücrelerine özgü olmadığını gösterdi. 

Min6 hücrelerinde nispeten en güçlü proliferasyon, hem MTT testi hem de Ki67 

boyama sonuçlarından görüldüğü üzere, 10 ng/ml sTRAIL dozu ile sağlandı (ġekil 

4.10, 4.11, 4.12). Primer beta hücrelerinde en fazla proliferatif etkinin 1 ng/ml 

sTRAIL dozu ile yapılan uygulamada görülmesi, bunun yanında Min6 hücrelerinde 

proliferatif etkinin en yoğun olarak 10 ng/ml dozda gözlenmesi, hücrelerin kökeni, 

transformasyon özelliği, ya da uygulama sırasında kullanılan hücre yoğunluğu (85 

bin primer adacık hücresi/kuyu, 200 bin Min6 hücresi/kuyu) ile ilgili olabilir. Ancak 

sTRAIL‟ın öne sürülen bifazik etkisi, primer beta hücrelerinde gözlendiği kadar 

belirgin olmamakla birlikte Min6 hücrelerinde de görülmektedir.  

 

 Min6 hücrelerine artan dozlarda TRAIL uygulaması sonrası, MTT hücre 

canlılık testinde 1, 10, ve 100 ng/ml TRAIL dozlarının, özellikle uygulamanın 48. 

saatinde bu hücrelerde hücre canlılığını artırıcı yönde etki ettiği gözlenmiĢtir (ġekil 

4.10 ve 4.11). MTT bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum tuzlarının indirgenerek 

mavi-mor renkli formazan bileĢiğine dönüĢtürülmesi, çoğunlukla sitozolde yer alan 

NAD(P)H-bağımlı oksidoredüktaz enzimler tarafından gerçekleĢtirilir. Dolayısıyla, 

MTT‟nin formazana indirgenmesi, hücresel metabolik aktivite ile artar. Timositler ve 

splenositler gibi dinlenme halindeki hücrelerin, canlı olmalarına rağmen metabolik 

aktiviteleri düĢük olduğundan MTT testinde çok düĢük değerler verdikleri 

bilinmektedir. Hızlı bölünen hücrelerde ise yüksek değerler tespit edilir. Dolayısıyla 

MTT, hücrenin metabolik etkinliğini yani canlılık derecesini ve bölünme etkinliğini 

gösterir [105]. ÇalıĢmamızda Min6 hücrelerinde 1, 10 ve 100 ng TRAIL 

uygulamaları sonucunda gözlenen metabolik aktivite seviyesi, yapılan MTT testinde 

hiç TRAIL verilmemiĢ veya 0,1 ng/ml TRAIL verilmiĢ hücrelere oranla istatistiksel 

olarak anlamlı seviyede yüksek bulundu (ġekil 4.11). Bu durum, TRAIL‟ın bu 

hücrelerde hücre canlılığını ve hücre bölünmesini artırıcı yönde etki gösterdiğini 

kanıtlamaktadır. TRAIL‟ın apoptotik etkisini göstermek için kontrol hücre hattı 

olarak kullanılan A549 akciğer kanseri hücre hattında sTRAIL uygulaması ise, 

beklendiği üzere, hücre canlılığında doza bağımlı azalmaya neden oldu (ġekil 4.13).  
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DıĢarıdan kültür ortamına rekombinant sTRAIL verilmesi yanında, Min6 

hücrelerine TRAIL kodlayan adenoviral vektörlerle gen aktarımı yapılarak hücrelerin 

kendilerinin sentezledikleri TRAIL‟ın etkisinin de araĢtırılması amaçlandı. TRAIL 

kodlayan adenovirüslerin Min6 hücrelerini transdüksiyonunu takiben, yeni 

sentezlenen TRAIL proteini hücre membranına giderek burada transmembran protein 

olarak yerleĢir. TRAIL, sistein proteazlar ve matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) 

tarafından kesilerek çözülebilir TRAIL (sTRAIL) olarak salınarak reseptörlerine 

bağlanabildiği gibi, membrana bağlı Ģekilde de reseptörlerine bağlanıp ilgili sinyal 

yollarını aktive edebilir [62]. Deneysel süreçte öncelikle adenoviral vektörlerin 

transdüksiyonel etkinliklerinin ölçülmesi amacıyla, hücreler artan dozlarda 

adenoviral vektörler ile muamele edildi. Artan virüs dozuna bağlı olarak hücrelerde 

sentezlenen TRAIL protein miktarında immunofloresan, immunositokimya ve 

Western Blot sonuçlarına göre gözlenen artıĢ, adenoviral vektörlerin etkin gen 

transferi gerçekleĢtirmiĢ olduğunu kanıtladı (ġekil 4.14, 4.15). Farklı dozlarda 

adenoviral vektör uygulamasının hücre proliferasyonu üzerindeki etkisine 

bakıldığında ise, en çok 1 l/ml viral dozda olmak üzere, 0,5, 1 ve 2,5 l/ml viral 

dozlarda, hücre proliferasyonunda istatistiksel olarak önemli seviyede artıĢ gözlendi. 

sTRAIL formunun hücrelerin bulunduğu kültür ortamına ekzojen olarak 

uygulanması ile adenoviral vektörler aracılığıyla uygulama arasında doğal olarak 

farklılıklar vardır. sTRAIL uygulamasında uygulanan dozun etkinliği, sTRAIL‟ın 

hücrelerle direk temasına bağlıdır. Oysa adenoviral vektör aracılı aktarımda, 

süreçteki hız sınırlayıcı faktörlerden biri, adenoviral vektörlerin transdüksiyon 

etkinliği, sonrasında hücrelerde TRAIL sentezinin gerçekleĢme oranı ve sentezlenen 

TRAIL‟ın hücre yüzeyinde eksprese edilme oranıdır. Bunun yanında, adenoviral 

vektörlerin taĢıdığı TRAIL geni, CMV promotoru altında yer aldığı için, gen 

aktarımı yapılan Min6 hücrelerinde sürekli transgen sentezi gerçekleĢir. Dolayısıyla 

hücreler, rekombinant protein uygulamasında olduğu gibi sabit miktarda protein (10 

ng/ml gibi) yerine, hücrenin durumuna göre yoğunluğu giderek artan TRAIL 

konsantrasyonuna veya en azından sürekli TRAIL uygulamasına maruz kalabilir. 

Dolayısıyla, farklı dozlara bağlı olarak gözlenen etkinlik derecelerinin iki uygulama 

Ģekli arasında farklılık göstermesi doğaldır. Adenoviral vektör uygulamasını takiben 

Min6 hücrelerinde görülen proliferasyon oranlarının sTRAIL muamelesinde olduğu 

gibi doza bağlı bir eğri oluĢturması, sonuçta adenovirüs aracılı TRAIL aktarımının 

Min6 hücreleri üzerindeki proliferasyon tetikleyici etkisini teyit etmektedir.  

 

Kullanılan rekombinant sTRAIL proteininin ve adenoviral vektör aracılı 

TRAIL aktarımının beta hücreleri üzerindeki etkinliğinin test edilmesi amacıyla 

yapılan deneylerimizde kontrol hücreler olarak A549 akciğer adenokarsinom hücre 

hattı kullanıldı. A549 hücrelerinde hem sTRAIL hem de AdTRAIL uygulaması 

sonrası hücre canlılığında azalma görülmesi, sTRAIL rekombinant proteininin ve 

adenoviral yolla aktarılan TRAIL‟ın fonksiyonel olduğunu gösterdi (ġekil 4.13 ve 

4.17).  

 

 TRAIL‟ın beta hücreleri üzerinde gözlediğimiz proliferatif etkisinin 

mekanizmasının aydınlatılabilmesi amacıyla, proliferasyonu tetikleyebilen kinazlar 

olan ERK1/2, p38/MAPK ve Akt‟nin, TRAIL uygulaması sonrasındaki aktivasyon 

oranlarını araĢtırdık. TRAIL‟ın örneğin primer insan vasküler endotel hücrelerde Akt 
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ve ERK yollarını aktive ederek sağkalımı ve proliferasyonu indüklediği gösterilmiĢtir 

[64]. Yine vasküler düz kas hücrelerinde de TRAIL‟ın Akt ve ERK fosforilasyonu 

yaptığı ama p38/MAPK fosforilasyonu yapmadığı gösterilmiĢtir [82]. Romatoid 

artiritli hastaların sinoviyal fibroblast hücrelerinde ise TRAIL‟ın ERK ve Akt‟nin 

yanı sıra p38 aktivasyonu da yaptığı belirlenmiĢtir [65]. Min6 hücrelerinin, daha 

önce en yüksek proliferasyonu sağladığı gösterilen 10 ng/ml TRAIL ile muamele 

edilmesi sonrasında, 15. dakikada ERK, p38 ve Akt fosforilasyonlarının bazal 

seviyeye kıyasla artıĢ gösterdiği gözlendi (ġekil 4.19 ve 4.20). Min6 hücreleri, 

transforme hücre hattı olması nedeniyle yavaĢ da olsa prolifere olan hücrelerdir. Bu 

nedenle, bu hücrelerde bazal seviyede kinaz fosforilasyonu gözlemek doğaldır. 

TRAIL uygulamasının, fosforilasyonu bu bazal seviyenin üzerine çıkardığı 

gözlenmiĢtir. Bu durum, TRAIL‟ın beta hücrelerinde ERK1/2, p38 ve Akt 

aktivasyonu yaparak beta hücrelerinde proliferasyonu artırıcı etkisi olabileceğini 

gösterse de, bu etkinin ERK, p38 ve Akt inhibitörleri kullanılarak teyit edilmesi bilgi 

verici olacaktır. Bunun yanında, proliferasyon yollarında görev alan farklı 

moleküllerin aktivasyon durumlarının araĢtırılması da düĢünülebilir.  

 

 TRAIL‟ın, çalıĢmamızda kullanılan primer sıçan pankreatik beta hücrelerinde 

ve Min6 fare beta hücre hattında indüklediği proliferasyon oranı (yaklaĢık 1,5 kat), 

ilk değerlendirmede düĢük bir oran olarak görülebilir. Ancak TRAIL‟ın proliferatif 

etkisinin insan vasküler endotel hücrelerde, romatoid artrit sinoviyal fibroblastlarında 

ve insan ve sıçan vasküler düz kas hücrelerinde gösterildiği önceki çalıĢmalarda, 

TRAIL‟ın adı geçen hücrelerin proliferasyon oranını yaklaĢık 1,5-2 kat yükselttiği 

görülmektedir [64, 65, 82]. Ayrıca, TRAIL‟ın hücreler üzerindeki biyolojik 

etkilerinin hücre tipine, hücrelerin farklılaĢma derecelerine, ortam Ģartlarına ve diğer 

moleküller ile etkileĢimine bağlı olarak değiĢebileceği bilinmektedir. Bu çerçevede 

daha ileri araĢtırmalar, TRAIL‟ın beta hücreleri üzerindeki biyolojik etkisinin ve 

proliferatif rolünün daha iyi değerlendirilmesine katkıda bulunacaktır.  

 

 Sonuç olarak, TRAIL‟ın sıçan primer pankreatik beta hücrelerinde ve Min6 

fare beta hücre hattında proliferasyonu 1,5 kata kadar artırabildiği gözlendi. Bunun 

yanında, TRAIL‟ın bu hücrelerde apoptozu indüklemediği ve hücre canlılığını 

artırıcı yönde etki ettiği gösterildi. Bulgularımızın, halen tartıĢmalı bir konu olan, 

TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri üzerindeki etkisinin, buna bağlı olarak da 

diyabetteki rolünün daha iyi anlaĢılması yönünde katkıda bulunacağına inanıyoruz.      
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SONUÇLAR 

 

 

 

ÇalıĢmamızda, TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri üzerinde hücre canlılığı, 

hücre ölümü ve proliferasyonla iliĢkili etkileri araĢtırıldı. Yapılan deneylerde, 

TRAIL‟ın primer sıçan pankreatik adacık hücrelerinde veya Min6 fare beta hücre 

hattında apoptozu tetiklemediği, tersine hücre canlılığını ve proliferasyonu 

indükleyebildiği gözlendi. TRAIL‟in beta hücreleri üzerinde proliferatif etkisi, daha 

önce bildirilmemiĢtir. Ayrıca, gözlediğimiz proliferatif etkinin mekanizması 

araĢtırıldı ve TRAIL‟ın bu hücrelerdeki proliferatif etkisini ERK1/2, p38 ve Akt 

yolaklarını aktive ederek gösteriyor olabileceği gözlendi. Bu bulgular, TRAIL‟ın 

beta hücreleri üzerinde koruyucu etkisi olan ve çoğalmayı teĢvik eden bir molekül 

olduğunu göstermektedir. TRAIL, pankreatik beta hücreleri üzerinde çalıĢmamızla 

tanımlanan yeni rolü ile daha ileri çalıĢmaların da katkısıyla, beta hücre kitlesinin 

korunması/artırılması için kullanılabilecek aday bir molekül olabilir. Bulgularımızın, 

TRAIL‟ın pankreatik beta hücreleri üzerinde henüz tam olarak aydınlatılamamıĢ olan 

etkisinin, buna bağlı olarak da diyabetteki rolünün daha iyi anlaĢılmasına katkısı 

olacağına inanıyoruz. 
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